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ABREVIATURAS

Ade Adenina

ADN Acido desoxirribonucleico

ARN Acido ribonucleico

BCIP 5-Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato
DMSO Dimetilsulfoxido

Xg veces la Gravedad

g Gramos

Gb Gigabases

h hora

His Histidina

IPTG Isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido
kDa kilodalton

Leu Leucina

LB Luria-Bertani

Mb Mega bases

min minuto

mg miligramos

ml mililitro

MgCl, Cloruro de magnesio

NBT cloruro de nitroblue tetrazolium
ng nanogramos

pb pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
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RESUMEN
Cassiopea xamachana presenta durante su ciclo de vida diferentes estadios (larva, polipo,

estrobilo, éfira y medusa adulta); la diferenciacion en cada uno de estos estadios requiere de una
compleja y orquestada red de interacciones moleculares para su correcto desarrollo. El Receptor
de la Cinasa C Activada (RACK) se une a diferentes ligandos entre ellos la Proteina Cinasa C
(PKC), que fosforila residuos de serina y treonina en diferentes proteinas blanco promoviendo
diversos procesos celulares como: proliferacion, apoptosis, crecimiento, transcripcion entre otros.
El objetivo de este trabajo fue caracterizar a nivel molecular ambas proteinas en la medusa
Cassiopea xamachana y evaluar su expresion en los diferentes estadios de desarrollo asi como su
interaccion en las etapas pre y post simbidticas. Sin embargo, para lograr estos objetivos fue
necesario implementar un método para inducir la estrobilacion en condiciones de laboratorio
reproducibles y confiables. Los inductores quimicos con resultados favorables fueron: 5-metoxy
2-metil indol, indometacina y 9-cis retinol, los cuales promovieron la estrobilacion en los pdlipos
de C. xamachana. Mediante hibridacion in situ e inmunolocalizacion en las larvas, la sefial de
RACK1 se observé en el area del endodermo, mientras que la de PKC se localizd en la zona
basal; en los pdlipos ambos transcritos/proteinas se detectaron en el hipostoma y los tentaculos.
Por otro lado, en los estrobilos y éfiras se observo una clara sefial de RACK1 y de PKC en los
brazos orales. Cabe destacar que la sonda sentido de RACK1 genera una sefial en los ensayos de
hibridacién in situ, sugiriendo que RACK1 podria funcionar como un regulador transcripcional.
RACK1 y PKC interactian en la medusa adulta en estado simbidtico y no en larvas
aposimbioticas. Mediante ensayos de doble hibrido de levadura con el dominio C2 de PKC no se
detecto interaccion con RACKL. Dichos resultados muestran que la interaccion entre CxRACK1
y CxPKC no se lleva a cabo en el dominio C2 y abre la posibilidad de indagar su interaccion en

el dominio V5.

Palabras clave: C. xamachana, RACK1, PKC, estrobilacion.



ABSTRACT
Cassiopea xamachana displays five distinct physiological stages during its life cycle: i.e., larva,

polyp, strobila, ephyra and adult jellyfish. Differentiation from and to each stage requires
complex and orchestrated interactions through its molecular network for accurate development.
The Receptor of Activated C Kinase (RACK1) binds to different protein ligands like Protein
Kinase C (PKC) to phosphorylate serine and threonine on target proteins which modulate cellular
processes such as: proliferation, apoptosis, growth and transcription. The aim of this study was
the molecular characterization of both proteins in the jellyfish Cassiopea xamachana, and to
evaluate their expression during different developmental stages, as well as their interaction during
the pre- and post-symbiotic phases. However, to achieve those objectives it was necessary to
implement a method for strobilation induction under reliable and reproducible laboratory
conditions. The chemical inducers that yielded the expected results were: 5-methoxy 2-methyl
indole, indomethacin and 9-cis retinoic acid, which promoted strobilation on C. xamachana
polyps. In situ hybridization and immunolocalization of RACK1 was observed in larvae at the
endoderm layer, whereas PKC was localized at the basal zone. In polyps, both the transcript and
the protein were detected at the hypostome and tentacles, while in strobilae and ephyrae, clear
signals were observed at the oral arms. Interestingly, the RACK1 probe generated a signal when
the sense probe was used in the in situ hybridization assay, suggesting a possible role as a
transcriptional regulator. A RACK1 and PKC interaction was identified in jellyfish during
symbiosis but not in aposymbiotic larvae. However, a yeast two-hybrid assay with the C2 domain
of PKC did not reveal interaction with RACK1. These results suggest that the interaction
between CXRACK1 and CxPKC does not occur through the C2 domain and opens the possibility

to search for this interaction on the VV5 domain.

Keywords: C. xamachana, RACK1, PKC, Strobilation.



INTRODUCCION

El objetivo del presente trabajo esta enfocado en determinar los niveles de expresiéon e
interacciones de la proteina de andamiaje RACK1 (Receptor for Activated C Kinase 1) y uno de
sus ligandos, la cinasa PKC (Protein Kinase C), en diferentes etapas fisioldgicas del ciclo de vida
de la medusa Cassiopea xamachana. Dicha medusa posee microalgas simbiontes del género
Symbiodinium que se establecen durante etapas tempranas de su ciclo de vida. Después de la
fecundacién sexual, se producen larvas sexuales las cuales se fijan a un sustrato y de ahi se
diferencian a pdlipos (tambien llamados escifistomas); que pueden gemar y producir nuevas
planulas y de esta manera el ciclo asexual se repite indefinidamente. Posteriormente mediante
cambios de temperatura, induccion quimica y/o la infeccion con Symbiodinium, se dispara un
proceso de metamorfosis a través de mecanismos aun desconocidos que derivan en la
diferenciacion de los polipos a una segmentacion y movimientos de estrobilacion. El segmento
estrobilante se separa para convertirse en una éfira 0 medusa temprana que desarrollara tentaculos
y se convertira en una medusa adulta.

Este estudio propone demostrar que RACK1 y/o PKC participan e interactian de manera
diferencial y regulada en la ruta de sefializacidn durante las etapas pre y post simbidticas; esto es,
en las larvas sexuales aposimbidticas y en la medusa adulta.

RACKT1 es una proteina de andamiaje que participa en multiples vias de transduccion de sefiales,
altamente conservada en eucariontes, y pertenece a la familia de proteinas con dominios WDA40.
RACK1 contiene siete de estos dominios WD40, los cuales forman una estructura caracteristica
Ilamada de B-propela y que funciona como plataforma para la interaccion con otras proteinas.
Una de dichas interacciones es la que le permite llevar a la cinasa PKC a sitios claves para
fosforilar proteinas corriente abajo de las cascadas de transduccion de sefiales. RACK1 es una
proteina que puede unirse a varios ligandos y ponerlos en contacto con PKC para que estos sean
fosforilados y actuar como efectores en la transduccion de la sefial que da lugar a respuestas
celulares especificas. Para este trabajo utilizamos larvas sexuales obtenidas de las medusas
hembras para la primera etapa. Adicionalmente, utilizamos medusas adultas para los analisis de la
Gltima etapa fisioldgica. Individuos de cada etapa fueron utilizados para: a) ensayar los patrones
de expresion de RACK1 y PKC; b) determinar cambios en dichos patrones de expresion de

RACK1 y PKC en funcion de cada etapa fisiologica; c) llevar a cabo ensayos para determinar la



posible asociacion e identificacién de ligandos de RACK1 aparte de la PKC que pudieran
asociarse o disociarse de manera diferencial en funcidn de cada etapa fisiologica.

Estos analisis contribuyeron a identificar los cambios en la expresion de RACK1 y PKC como
respuesta a la induccidn a la metamorfosis, y a determinar si estos cambios prevalecen o vuelven
a cambiar en la etapa adulta del hospedero. Adicionalmente, se detectaron proteinas que pudieran
ser ligandos de RACKZ1. La identificacion de dichas proteinas como ligandos de asociacion a
RACKZ1 proporcionara elementos importantes sobre las vias de transduccion de sefiales en las que
participa.

Debido a la induccion controlada de su metamorfosis, Cassiopea xamachana es un modelo
idoneo para el estudio de procesos de transduccion de sefiales bajo condiciones controladas en
laboratorio. Esto permitid realizar este trabajo que contribuye a ahondar en el conocimiento de las
vias fundamentales de sefalizacion que subyacen a las asociaciones simbidticas entre
dinoflagelados y cnidarios, que son tan importantes debido a que forman parte de ecosistemas

complejos y ricos en biodiversidad como lo son los arrecifes coralinos.



ANTECEDENTES

La composicién de la microflora y la microfauna de un ecosistema esta regulada por las
interacciones de los microorganismos de una comunidad entre si y de estos con el medio abiético,
lo cual da como resultado un equilibrio dindmico (Hegyi et al., 2012), en donde una de las

interacciones mas comunes e importantes es sin duda la simbiosis.

Este tipo de interacciones simbiéticas se han descrito en diferentes organismos y en el arrecife
coralino estas relaciones, que ocurren entre cnidarios y algas zooxanthellas del género
Symbiodinium, son fundamentales para su equilibrio y biodiversidad (Berkelmans y Van Oppen,
2006). Entre los cnidarios del arrecife coralino, el coral es el que mas contribuye al sustento del
arrecife, gracias al sustrato que forma debido a su aporte de esqueletos de carbonato de calcio.
Sin embargo, su manipulacion para estudios especificamente relacionados con la simbiosis bajo
condiciones controladas de laboratorio es dificil y por ello su utilizacién como sistema modelo es
limitada. Por otro lado, la medusa Cassiopea xamachana tiene un ciclo de vida que presenta
condiciones idoneas para este tipo de estudios y mas aun, su diferenciacion a medusa puede ser
inducida a través de la adquisicion del simbionte (Hoffman et al., 1999) o bien mediante el

suplemento de inductores quimicos.

1.1 Generalidades del filo Cnidaria

El filo Cnidaria contiene mas de 7,000 especies, que como caracteristica general cuentan con la
presencia de una amplia gama de sustancias neurotoxicas, citoliticas y enzimaticas las cuales son
almacenadas en los nematocistos (cnidocito); un organulo subcelular punzante (Jankowski et al.,
2008). El estudio de los organismos pertenecientes a este filo se ha enfocado desde el punto de
vista evolutivo, en su capacidad de regeneracion celular, el desarrollo de ojos y nematocistos, la
transicion al estado meduzoide, asi como la optimizacion de técnicas de manipulacion genética y

la simbiosis alga-cnidario (Technau y Steele, 2011).

Este filo esta dividido en cinco clases: Anthozoa, Hydrozoa, Cubozoa, Scyphozoa y Staurozoa. A
la fecha el genoma completo de algunos miembros pertenecientes a este grupo se encuentra
disponible: Nematostella vectensis, Hydra magnipapillata, Acropora millepora, Aiptasia pallida

y Clytia hemisphaerica (Steele et al., 2011) Estos genomas cuentan con las siguientes



caracteristicas: el genoma de H. magnipapillata consta de 1.5 Gb, es rico en A-T (71%), y
contiene un porcentaje de aproximadamente 57% de elementos transponibles (Chapman et al.,
2010). Por otro lado, el ensamblaje total del genoma de N. vectensis predice un tamafo de
aproximadamente 450 Mb con 18,000 genes que codifican para proteinas, y mas del 25% del
genoma esta compuesto de transposones y LTR’s (Long Terminal Repeats) (Putnam et al., 2007).
El genoma de Acropora millepora se calcula en 420 Mb en tamafio, 39% de GC con 23,668 loci
codificadores de proteinas (Shinzato et al., 2014), en tanto el genoma de Aiptasia es de
aproximadamente 260 Mb (Baumgarten et al., 2015). Ademas de los genomas, distintos
transcriptomas han sido liberados; entre ellos los correspondientes a: Nematostella vectensis
(Tulin et al., 2013), Acropora palmata (Polato et al., 2011), Acropora millepora (Moya et al.,
2012), Anthopleura elegantissima, Fungia scutaria, Seriatopora hystrix, Madracis auretenria,
Montastraea cavernosa (Kitchen et al., 2015), Platgyra daedalea, Pseudodiploria strigosa
(http://people.oregonstate.edu/~meyere/data.html) Aurelia aurita (Fuchs et al., 2014) Exaiptasia
pallida (Sunagawa et al., 2009), Edwarsiella lineata (Stefanik et al., 2015), Pocillopora
damicornis (Traylor-Knowles et al., 2011), Hydractinia equinata (Soza-Ried et al., 2009),
Hydractinia symbiolongicarpus (Sanders et al., 2014), y Nanomia bijuga (Siebert et al., 2011); y
aungue en algunos de ellos las secuencias no estdn completamente anotadas, son una herramienta

atil para la basqueda de transcritos especificos.

1.1.1 Generalidades de las medusas

Las medusas tienen un alto contenido de agua; aproximadamente un 96%, siendo la campana el

tejido con mayor porcentaje comparado con los tentaculos y las gonadas (Lowndes, 1942).

Larson (1986) menciona que el alto contenido en agua provee algunas ventajas a las medusas
tales como un rapido crecimiento y bajo contenido nutricional para los depredadores y parasitos;
adicionalmente, éstas tienen un mayor tamafio que su presa, una tasa metabolica relativamente
baja, un amplio espectro de captura de presas, flotabilidad y elevada capacidad de escape a los
depredadores debido a la transparencia. Son consideradas los mayores predadores pelagicos que
inclusive llegan a formar afloramientos masivos con altas densidades y biomasa (Richarson et al.,
2009). Aunque este comportamiento ain no esta comprendido completamente se cree que
diversos factores pueden estar involucrados; entre ellos: variaciones naturales, eutrofizacion,

introduccion de especies foraneas, cambio climético y sobrepesca (Klevjer et al., 2009).



Su alimentacién es de tipo carnivora, consumiendo principalmente larvas de invertebrados, peces,

crustaceos, moluscos, anélidos, diatomeas, dinoflagelados y medusas (Zamponi, 1996).

Las medusas tienen importancia principalmente a nivel ecoldgico, ya que son responsables de
mantener un balance en el ecosistema (Lebrato y Jones, 2011); ademas son empleadas en la
industria farmacéutica y biotecnoldgica donde por ejemplo, el gen de la proteina verde
fluorescente de la medusa Aequorea victoria es usado ampliamente como gen reportero en la
transfeccion de células (Milan y Becu-Villalobos, 2009; Ortiz-Matamoros et al., 2015), e
inclusive se emplean en el sector alimenticio donde han resultado ser negocio muy lucrativo en el
continente Asiatico (Hsieh et al., 2001).

1.2 Generalidades de Cassiopea xamachana

Cassiopea spp. pertenece a la clase Escifozoo, orden Rhizostomeae, Familia Cassiopeidaie;
también es conocida como medusa de mangle o invertida; este ultimo término fue dado debido a
su caracteristico comportamiento el cual la hace diferente a las deméas medusas, ya que se
muestra descansando con la campana sobre el sustrato y los tentaculos proyectados hacia la
superficie. Gracias a esta posicion, la medusa obtiene la luz necesaria para que las algas
simbidticas lleven a cabo la fotosintesis (Mortillaro et al., 2009) (Figura la-b). Esta especie se
encuentra distribuida en aguas del oeste de la India, Florida, Golfo de México y el Caribe
(Holland et al., 2004). Anteriormente, C. xamachana se confundia con Cassiopea andromeda y/o
frondosa hasta que en 1900 Bigelow la describi6 detalladamente y la clasificd como una especie
de novo (Bigelow, 1900). Una caracteristica morfoldgica util para la diferenciacion entre C.
xamachana y C. frondosa en campo, reside en la campana ya que C. xamachana presenta una
ligera curvatura concava, esta particularidad unica le permite adherirse a superficies planas como

una ventosa (Goldsborough, 1910).

En promedio un organismo adulto tiene un didmetro de campana de 15 a 30 centimetros
(Snyderman y Wiseman, 1996), la campana presenta bordes redondeados, carece de tentaculos
umbeliferos, en general presenta 8 brazos orales carnosos muy ramificados con prolongaciones
festoneadas semejantes a racimos de uvas los cuales contienen las algas simbioticas (Lira et al.,
1989). La larva de C. xamachana mide entre 120 a 220 um de longitud y entre 85 a 100 um de
ancho, con cilios distribuidos uniformemente (Martin y Shia, 1982).



El contacto con esta medusa puede causar un dolor moderado, el cual ocasionalmente en un lapso
de una hora puede provocar vomitos, hinchazon, edema facial y urticaria generalizada. Diferentes
experimentos con glébulos rojos de humano y oveja demuestran la actividad hemolitica de su
toxina (Torres et al., 2001).

Figura 1. La medusa invertida Cassiopea xamachana. a) Postura tipica de la medusa en el medio ambiente
postrada sobre pasto marino, se identifican los apéndices en tonalidades azules (flecha) y los brazos orales orientados
hacia la superficie. b) medusa desplazandose en aguas someras. Imagen: PCA.

1.3 Ciclo de vida

El ciclo de vida de la medusa inicia con la fecundacion, la cual se produce tras la expulsion de los
gametos por parte del macho ya que la mayoria de las especies de medusas son dioicas; sin
embargo se han reportado algunas especies hermafroditas (Carre y Carre, 2000). La primera fase
independiente y de vida libre se desarrolla a partir del 6vulo fecundado, del cual se forma una
larva ciliada, la cual se adhiere al sustrato e inicia una diferenciacion hasta desarrollar un pdlipo
sésil tambien denominados escifostoma. Cada escifostoma tiene la capacidad de producir larvas
asexuales (planula), mediante gemacion. El asentamiento de las planulas en laboratorio no se
lleva a cabo sobre superficies limpias y es dificil su sobrevivencia cuando se mantienen en agua
de mar tratada con antibidticos; ya que el asentamiento es promovido por biofilms bacterianos
compuestos principalmente por bacterias del género Vibrio sp. (Hoffman et al., 1978). En la
naturaleza los polipos son encontrados con frecuencia en hojas de mangle degradadas, las cuales
son el sustrato de preferencia para la fijacion del polipo (Fleck y Fitt, 1999); en condiciones de
laboratorio los pélipos pueden ser mantenidos por largos periodos (hasta por 7 afios), obteniendo

grandes cantidades debido a la reproduccion asexual (Ojimi et al., 2009).



Se ha reportado que los pdélipos maduran solo después de que establecen la asociacion
dinoflagelado-cnidario (Paracer y Ahmadjian, 2000). La infeccion con el simbionte puede ser
transmitida de manera vertical o horizontal. En el primer caso; la larva sexual liberada de la
madre adquiere la infeccion del alga (Symbiodinium) o por otro lado en el medio ambiente
cuando ya se ha desarrollado la boca o hasta el estadio de pélipo sésil (transmision horizontal).
Ademas los polipos asexuales pueden reproducirse por gemacién y transmitir a los polipos
descendientes la infeccion del alga, a este proceso de transmision directa se le denomina
transmision vertical (Thornhill et al., 2006, Sachs y W.ilcox, 2006). Esta interaccion
Simbiodinium-hospedero es altamente especifica ya que, aunque el pélipo de C. xamachana
puede fagocitar diferentes clados del alga, regularmente un tipo sobrevive y forma la simbiosis
(Trench et al., 1993; Verde y McClosskey, 1998), las algas no especificas para la simbiosis son

digeridas por el hospedero.

Una vez que se ha establecido la simbiosis, se dispara una metamorfosis conocida como
estrobilacion, donde el pdlipo dara lugar a una medusa juvenil denominada éfira. Los principales
cambios morfologicos que distinguen esta metamorfosis son: la contraccion de los tentaculos del
polipo y el aplanamiento del caliz asi como movimientos pulsantes. Una vez formada la éfira esta
es liberada del extremo oral del p6lipo y adquiere vida libre formando parte del zooplancton en la
columna de agua, donde crece hasta la adultez. Un pdlipo puede tardar meses o incluso afios para
que lleve a cabo la metamorfosis y este proceso varia dependiendo de la especie y las condiciones
medio ambientales (Daly et al., 2007) (Figura 2).



Figura 2. Ciclo de vida de Cassiopea xamachana. En el ciclo se muestra la alternancia de generaciones, a través de
la reproduccion de tipo sexual, asi como asexual. Donde las medusas adultas liberan los gametos (1) y una vez que se
lleva a cabo la fecundacion comienza el desarrollo que da lugar a una larva ciliada de vida libre (2), esta larva se
asentara para comenzar la formacién del pélipo (3), el p6lipo a su vez tiene la capacidad de producir gemas (4) las
cuales crecen y son liberadas del pélipo dando lugar a una larva independiente (reproduccién asexual), por otro lado
el polipo lleva a cabo una metamorfosis denominada estrobilacion (5), teniendo como resultado final la formacion y
expulsién de medusas juveniles denominadas éfiras (6) las cuales se desarrollardn hasta su madurez (1) y de esta
forma el ciclo sexual podré continuar. Imagen tomada de Colley y Trench (1983).
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1.4 EIl género Symbiodinium

El género Symbiodinium esta clasificado dentro de la familia Symbiodinaceae, orden Suessiales,
clase Dinophyceae; son organismos unicelulares fotosintéticos, los cuales son encontrados en
simbiosis con un amplio rango de hospederos invertebrados o protistas, o bien habitando el
medio ambiente marino de forma libre (Bayer et al., 2012). También son Ilamados zooxanthellas,
y son relativamente abundantes en aguas marinas (aproximadamente >10° células por metro
cuadrado); debido a su pequefio tamafio (10 um de didmetro) su biomasa total en los arrecifes es
baja (Baker et al., 2004). Estas algas unicelulares residen en el endodermo de cnidarios tropicales
como: corales, anémonas, medusas; también han sido identificadas en gastropodos, moluscos,

bivalvos y esponjas (Stimson et al., 2002).

Freudenthal (1962) introdujo el género y especie Symbiodinium microadriaticum aislado de C.
xamachana y mediante microscopia los describié como células en forma de cocos, parecidos a
una esfera rugosa. Su reproduccion en el hospedero es mediante fision binaria; en cultivo se
pueden producir cuatro células hijas. A la fecha no se ha observado reproduccion sexual en el

género Symbiodinium.

Diferentes caracteres han sido empleados para la clasificacién de Symbiodinium, entre ellos se
incluye su morfologia, nimero de cromosomas, tamario de la célula, etc. Sin embargo, mediante
el uso del gen ribosomal 18S, se ha podido dividir a Symbiodinium en varios clados desde el A
hasta el | (Pochon y Gates, 2010; Loh et al., 2001).

Las comunidades de Symbiodinium pueden cambiar dependiendo de la etapa de desarrollo de un
organismo, o bien por diferentes factores abioticos tales como: profundidad, temperatura, luz,
turbidez (Oliver y Palumbi, 2009; Reich et al., 2017). En general con algunas excepciones, el
clado C es el mas ampliamente distribuido ya que cuenta con una amplia tolerancia a las altas
temperaturas y salinidad, dominando el area tropical; por otro lado, algunos filotipos del clado B
estdn adaptados a poca luz, mares frios y medio ambientes con altitudes elevadas (Stambler,
2011).
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1.5 Simbiosis dinoflagelado-cnidario

Seis fases se han destacado durante el proceso de simbiosis entre ellas: el contacto inicial alga-
cnidario, fagocitosis, clasificacion del simbionte, proliferacion dentro del hospedero, estabilidad
de la simbiosis asi como su rompimiento (Davy et al., 2012). Aun no se han elucidado
completamente las rutas moleculares en cada uno de los procesos mencionados anteriormente,

pero se han propuesto diferentes moléculas involucradas.

Durante el mecanismo de especificidad se han sugerido dos posibilidades, la primera que la
especificidad es mediada a través de una interaccion ligando-receptor en la superficie de la célula
hospedera y el alga; y la segunda menciona que la especificidad es el resultado de una serie de
interacciones entre el alga y la célula hospedera, culminando en la persistencia de un tipo
particular de alga, siendo este proceso no especifico (Colley y Trench, 1983). Se ha evidenciado
que proteinas tales como lectinas y glicanos (Wood-Charlson et al., 2006), asi como receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) y patrones moleculares asociados a microbios (MAMPS),
estan involucrados en el reconocimiento entre la asociacion simbionte-hospedero (Ocampo y
Cadavid, 2014).

La simbiosis dinoflagelado-cnidario requiere de una compleja red de interacciones bioquimicas
entre el hospedero y el simbionte, donde el hospedero deberd reconocer al dinoflagelado
compatible para establecer la simbiosis y a su vez, el simbionte debe responder a las sefiales
emitidas por el huésped para encontrarlo y establecerse en él mediante vesiculas especializadas
denominadas simbiosomas (Wakefield y Kempf, 2001). Durante el mantenimiento de la
simbiosis, Weis y Levine (1996) identificaron que la enzima anhidrasa carbonica se sobreexpresa
en estado simbiotico comparado con organismos aposimbioticos en Anthopleura elegantissima;
este trabajo sugiere que la enzima anhidrasa carbodnica esta involucrada en el transporte de
carbono inorganico del hospedero al simbionte. Otra proteina que ha sido reportada como

involucrada en la regulaciéon y mantenimiento de la simbiosis es sym32 (Reynolds et al., 2000).

La pérdida de la simbiosis en el sistema coralino cnidario-alga tiene como consecuencia el
fendmeno denominado como blanqueamiento; que potencialmente deriva en la muerte del coral
(Hoegh-Guldberg et al., 2007). Weis (2008) y Banaszak y Trench (1995) mencionan diferentes

tipos de estresores los cuales pueden intervenir para que se rompa la simbiosis; entre ellos,
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cambios en la salinidad, radiacién UV, altas tasas de sedimentacidn, contaminantes y metales
pesados. Analisis de la expresion de genes en Acropora palmata bajo estrés térmico mostraron
una perdida de simbionte entre 50 y 70%, y una expresion diferencial de proteinas (DeSalvo et
al., 2010). Del mismo modo, estrés térmico aplicado a la anémona Anthopleura elegantissima
mostrd diferencias en la expresion de genes comparado con el control sin estrés; entre éstos, se
destacan los que codifican para proteinas del citoesqueleto, proteinas cataliticas y reguladoras de

procesos bioldgicos y de biosintesis (Richier et al., 2008).

1.6 Proteina RACK1

RACK1 (Receptor de la Cinasa C Activada) fue inicialmente identificado como un receptor para
la Cinasa C Activada (PKC) en células de mamiferos; sin embargo, actualmente es vista como
una proteina multifuncional que juega diversos papeles reguladores en diferentes rutas de
transduccion de sefiales (Guo et al., 2009; Islas-Flores et al., 2015). RACK1 no muestra actividad
enzimatica; sin embargo, se conoce ampliamente su papel como proteina de andamiaje (Usacheva
et al., 2003). La proteina RACKZ1 se ha detectado Gnicamente en eucariotas y tiene un alto grado
de conservacion a nivel aminoacido (Patifio-Gonzélez et al., 2014); pertenece a la familia de
proteinas WD40 y posee un peso aproximado de 36 kDa. Su estructura tridimensional se
compone de siete ldminas B las cuales forman una B-hélice o propela; gracias a esta conformacion
se facilita su union a diferentes proteinas (Li y Roberts, 2001). Se ha evidenciado que la proteina
cinasa Src potencialmente fosforila a RACKL en los residuos Y228 y Y246 en el dominio WD-6
(Chang et al., 2001); y la cinasa c-Abl fosforila el residuo Y52. La falta de esta modificacion

puede inhibir la union de las proteinas que se le asocian (Kiely et al., 2009).

1.7 RACK1y sus ligandos

RACK1 se ha catalogado como un receptor en diversas rutas de sefializacion, ya que es capaz de
unirse a diferentes ligandos (Cuadro 1). En mamiferos, RACK1 regula varios procesos tales
como: propagacion celular, contacto célula-célula, sintesis de proteinas, migracion celular,
coordinacion de la sefializacion, transcripcion, apoptosis, estimulacion de la traduccién y estrés
celular (Nilson et al., 2004).
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Cuadro 1. Proteinas de unién a RACK1

Proteina

Proteina Cinasa C

Proteina asociada a
membrana inhibida

por TGF-B
Receptor de
androgeno
Cinasa de

Adhesion Focal

Proteina G
heterotrimérica (j3-

Y)

Fosfatidilesterasa
tipo 4 subfamilia D
isoforma 5

Receptor de
proteina
morfogenética de
hueso tipo Il

Src

Abreviatura Meétodo de Funcion Sitio de
identificacion del unién
ligando

PKC Western blot, Movilidad, aa 107-
IM organizacién 113 y aa

celular, 234-241
apoptosis.

TIMAP GST-pull-down/ Senalizacién WD 1-4
IM celular.

AR Sistema de doble Proliferacion aa 559-
hibrido y 918

diferenciacié
n celular.

FAK IM Migracion WD1-3

celular

GBy Sistema doble Sefalizaciéon aa 1-207
hibrido celular

PDE4D5 IM Organizacion aa 35-48

celular y y99-108
movilidad

BMPRII Sistema doble Proliferacibn aa 156-
hibrido, pull- y 301
down e IM diferenciacio

n celular
Src Sistema doble Sefalizacion aa 222-

Referencia

Ron et al.,
1994
Stebbins

y
Mochly-

Rosen,
2001.

Boratko et
al., 2013.

Rigas et al.,
2003.

Kiely et al.,
2009.

Dell et al.,
2002.

Bird et al.,
2010.

Zakrzewicz
etal., 2007.

Chang et
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Integrina B1, B2 y
BS

Inhibidor de Ila

proteina activada
STAT?2

Proteina  tirosina
fosfatasa

Proteina complejo
amplio

Transportador de
Dopamina

Mas de 80 ligandos

"N.D.-No determinado; IF.-Inmunofluorescencia; IM.- Inmunolocalizacion.

ITG Bl

PIAS2

PTPu

BR-C

DAT

hibrido,

IM

Sistema doble
hibrido, IM
Sistema doble
hibrido,

IM, IF

Sistema doble
hibrido, IM
Sistema doble
hibrido, pull-
down, IM
Sistema doble
hibrido, pull-
down

pull-down, IM,

sistema doble
hibrido, String
9.0.

celular,
adhesion
celular,
transporte y
regulacién

del ciclo
celular

Organizacion
celular

Regulacién y
organizacion
celular

Adhesion
celular

Metamorfosis

diferenciacié
n celular

Regulador de
la  proteina
cinasa C,
transporte
celular

Regulacion
del ciclo
celular,
sefializacion,
movilidad
celular,
traduccion.

270

WD 5-7

WD 5-7

N.D.

N.D.

N.D

WD 1-7

al., 2002.

Liliental vy
Chang,
1998.
Lee et al.,
2002

Zheng et al.,
2012

Mourton et
al., 2001.

Cheng et
al., 2014.

Lee et al,
2004.

Gandin et
al., 2013.
Schechtman
y Mochly-
Rosen,
2001.
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Diversas investigaciones han elucidado experimentalmente algunas funciones de la proteina
RACKZ1; por ejemplo, Kardmas y colaboradores (2007), sugirieron que RACKL1 esta implicada
en la produccion de gametos en Drosophila; en el modelo simbiodtico Phaseolus vulgaris y
Rhizobium, el silenciamiento de PvRACK1 afectd el proceso de nodulacion, alterando el nimero
y morfologia de los nddulos y mas adn, a nivel subcelular, se observaron efectos negativos en el
simbiosoma, la organizacion bacteriana y la matriz citoplasmatica, lo cual demostrdé que
PVRACK1 es esencial en la formacion del simbiosoma (Islas-Flores et al., 2011). En Hydra
vulgaris (HVRACKZ1) se detect0 el transcrito principalmente en areas de alta division celular como
los brotes, concluyendo que su funcién esta directamente relacionada con la proliferacion celular

donde su expresion es abundante. (Hornberger y Hassel, 1997).

1.8 Proteina Cinasa C

La actividad de la proteina cinasa C (PKC) se descubrio en 1977 por el grupo de Nishisuka
(Kresge et al., 2010), como una proteina cinasa capaz de fosforilar histonas; posteriormente, se
encontro que era activada mediante segundos mensajeros como diacilglicerol y calcio (Kikkawa
y Nishizuka, 1986). Desde entonces se han descrito doce isoformas diferentes, cada una denotada
con una letra griega y en el caso de la isoforma Beta, ésta es seguida por un nimero | y Il
(Stockoe, 2000). La isoforma Beta deriva de un mismo gen y debido a que un splicing alternativo
da lugar a 2 transcritos que difieren en 216 nucledtidos extra en la region carboxilo terminal de la
isoforma BII comparado con la isoforma BI; por otro lado, la expresion de BII es 8 veces mayor

que su contraparte BI (Ono et al., 1986).

La Proteina Cinasa C se ha implicado como un elemento clave en diversos procesos de
transduccion de sefiales (Davis et al., 1989). Se define como una familia de enzimas que fosforila
residuos de serina y treonina, que se expresan ubicuamente y por ende, estan implicadas en
multiples funciones celulares (Amadio et al., 2006). Algunas de las proteinas blanco de PKC se
enlistan en la Figura 3. Algunas isoformas se expresan de forma tejido y compartimento
especifico; por ejemplo, PKCy se expresa solo en cerebro y espina dorsal (Nishizuka, 1998;
Newton, 2005).

En general, se sabe que las células expresan méas de una isoforma de PKC. Las diversas isoformas

se dividen en tres categorias, con base en su estructura primaria y el cofactor que requieren para
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su activacion (Newton, 1995). Las isoformas llamadas clasicas (a, PBI, BII, y) requieren
fosfatidilserina (PS), calcio (Ca*"), diacilglicerol (DAG) o ésteres de forbol (PMA) como
activadores, y para su completa activacion requieren la fosforilacion en el residuo T497 en la
isoforma a o T500 en el caso de la B; en tanto, las novedosas (9o, €, m, 0, o) emplean para su
activacion solo DAG y PS. Finalmente, las atipicas ({, 1, A) requieren Unicamente PS (Steinberg,
2008).

La secuencia de PKC muestra cuatro dominios altamente conservados (C1-C4) intercalados por
cinco regiones variables (V1-V5). Los dominios C3 y C4 contienen secuencias conservadas en
todas las PKC’s (Pears, 1995); los dominios C1 y C2 conforman la regidn reguladora donde se da
la interaccion con el activador. Los dominios C3-C4 forman la region catalitica, la cual es
responsable de la actividad cinasa y la union al sustrato (Ron y Kazanietz, 1999). Parte de los
dominios C2 (aa 175-289) y V5 (aa 622-673) evidencian el sitio de unién a la proteina RACK1
(Stebbins y Mochly-Rosen, 2001).

La PKC normalmente se encuentra inactiva; la activacion bioquimica de PKC se regula por tres
eventos: maduracion, activacion catalitica y eleccion del sitio blanco (Shirai y Saito, 2002).

Esta cinasa participa en procesos celulares tales como: flujo de iones, liberacion de
neurotransmisores, proliferacion y diferenciacion celular, expresion génica, metabolismo,
apoptosis y sobrevivencia entre otros (Black y Black, 2013; Kawakami et al., 2002; Talman et al.,
2016).

En H. vulgaris, se han caracterizado dos isoformas de PKC pertenecientes a la clasificacion de
clasicas; estas muestran una identidad del 50 al 70% a nivel aminoacidico comparado con PKC
de vertebrados. Se observé mediante hibridacién in situ que el transcrito de PKC tiene una alta
expresion durante las etapas tempranas en la morfogénesis de cabeza y tallo en el desarrollo de H.

vulgaris (Hassel et al., 1998).
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Figura 3. Proteinas blanco fosforiladas por PKC. Se muestran algunas de las proteinas comprobadas
experimentalmente como blanco de PKC asi como los residuos fosforilados. Abreviaturas.- Btk.- tirosina cinasa de
Bruton; pRb..- Proteina de Retinoblastoma; H3.- Histona 3; p66°".-proteina de 66 kDa que contiene dominios de
homologia a Src; CARMA.- Proteina asociada a membrana conteniendo dominios de reclutamiento de caspasas.

1.9 Las interacciones entre RACK1 y PKC son fundamentales para sefializacion celular

La interaccion entre RACK1 y PKC es un comin denominador en cascadas de sefializacion
subyacentes a procesos celulares clave. Por ejemplo, la union de RACK1 en la region
citoplasmatica de la integrina 2 promueve el reclutamiento de PKC, la cual fosforila los residuos
T758-T760 y S745 de la integrina promoviendo las adhesiones celulares y la propagacion celular
(Liliental y Cheng, 1998; Fagerholm et al., 2002). Por otro lado, en el desarrollo embrionario de
pollo RACK1 y PKC son factores indispensables para la formacion de las alas ya que la
inhibicion de PKC produce fenotipos de alas truncadas, y ambas proteinas se encuentran
colocalizadas (Lu et al., 2001). En otros modelos, RACK1 moviliza a PKC para que ésta fosforile
a la cinasa JNK en el residuo S129, disparando una cascada de sefializacion desatada por

estimulos de estrés tales como radiacion UV (L6pez-Bergamini et al., 2005). Finalmente, en
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células de gusano de seda (BmN4) la activacion del complejo de amplio espectro (BR-C) es
dependiente de la fosforilacién por PKC en los residuos S373 y T406, donde PKC es reclutada
por RACK1. Esta intercomunicacion dispara la cascada de sefializacion para la produccion de la
hormona juvenil y ecdisona, las cuales son clave para el desarrollo y crecimiento de insectos
(Cheng et al., 2014). Como se puede observar, existen numerosas evidencias que indican que la
asociacion RACK1-PKC es fundamental para procesos de sefializacion y es altamente probable
que también participe en las cascadas de transduccion de sefiales que ocurren en los procesos

celulares de C. xamachana, tanto a nivel fisiol6gico, como en su transicion a holobionte.
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JUSTIFICACION

La simbiosis es una relacion fundamental en el ciclo de vida de los cnidarios, entre ellos la
medusa Cassiopea xamachana representa un modelo ideal para estudios de transduccién de
seflales pues presenta varias etapas pre y post simbioticas. Ademas se puede inducir la
metamorfosis de polipo a medusa mediante la adquisicion del simbionte o el tratamiento con

inductores quimicos.
Se ha visto en otros sistemas que RACK1 es fundamental para la integridad del simbiosoma.

A pesar de ser claves en mecanismos de sefializacion, la caracterizacion bioquimica y funcional
de RACKL1 y PKC, que son proteinas centrales en multiples vias de transduccion de sefiales, no
se ha llevado a cabo en ningin organismo que participe de la endosimbiosis dinoflagelado-

cnidario.
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HIPOTESIS

RACKZ1 es una proteina central en las vias de sefializacion ya que se une a diversos ligandos que
incluyen a la PKC, lo cual permite fosforilarlos dependiendo del estimulo celular.
Adicionalmente, se ha demostrado que RACK1 es critica para la estabilidad del simbiosoma en

otros sistemas. Dado lo anterior, se planted la siguiente hipoétesis:

RACK1 debera participar activamente expresandose de manera distinta y/o uniéndose de manera
diferencial a PKC para que ésta fosforile ligandos relevantes dentro de distintas vias de
transduccion de sefiales antes, durante y después del establecimiento de la simbiosis en

Cassiopea xamachana.
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OBJETIVO GENERAL

Identificacion y caracterizacion de RACK1, PKC y su expresién en la medusa Cassiopea

xamachana, asi como su asociacion diferencial en funcion de la simbiosis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer de manera reproducible los parametros para inducir el cambio de estadio de

polipo a éfira (medusa) mediante estimulos quimicos.
 ldentificacion molecular de RACK1 y PKC.
» Determinar la expresion de RACK1 y PKC en el hospedero.

+ Determinar la existencia de asociaciones diferenciales de RACK1 con PKC en funcion de

las etapas pre y post simbiotica en Cassiopea xamachana.

* Proponer un modelo del papel de RACK1 y PKC dentro de las vias de transduccion de
sefiales que subyacen a los cambios morfoldgicos durante la diferenciacion de Cassiopea

xamachana.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Material bioldgico

Medusas adultas se colectaron en dos zonas de manglar; inicialmente en la laguna Nichupté a la
altura de Punta Nizuc, Cancun, Quintana Roo (21°01°53.40N-86°48°06.76"0) y posteriormente
en Punta Allen, Quintana Roo (19°47'59N-87°28'35°0). La captura fue realizada con el apoyo de
una red de rastreo acudtica. Otros especimenes adultos fueron donados por el Parque Xcaret. Las
medusas colectadas fueron transportadas en hieleras con agua de mar y mantenidas en un
estanque con circulacion constante de agua. Posterior a la colecta se identifico el sexo de las
medusas de manera visual. De las medusas hembra se obtuvieron larvas sexuales, mediante su
aspiracion de la parte central de la medusa adulta con el empleo de pipetas Pasteur. Las larvas
sexuales se colocaron en tubos Falcon de 50 ml con agua de mar artificial Instant Ocean® para
enjuagarse con el objetivo de remover el moco y simbionte adherido, luego fueron centrifugadas
a 500 xg por 5 min en 3 ocasiones, el agua fue eliminada y las larvas fueron congeladas a -70°C

hasta su utilizacién.

Algunos pdlipos fueron donaciones del Acuario de Veracruz A.C. y el Parque Xcaret, los cuales
fueron mantenidos en placas de Petri de 90 x 15 mm con agua de mar artificial bajo condiciones
de obscuridad a una temperatura de 26°C y alimentados con nauplios de Artemia salina al menos
dos veces a la semana y un dia posterior a la alimentacién las placas fueron limpiadas mediante el

recambio de agua y la eliminacion de los nauplios que no fueron consumidos.

2.- Extraccion de acidos nucleicos
2.1. Extraccion de ADN gendmico

Se llevo a cabo mediante el protocolo de Hroudova et al. (2012). Dos tentaculos de medusa se
lavaron 3 veces con 100 ml de agua de mar artificial filtrada, los cuales se homogenizaron en un
homogenizador Dounce (cat. 7727-15); la muestra se centrifugd a 2,600 xg durante 5 min a 4°C.
Una alicuota de la pastilla y el sobrenadante se analizaron en el microscopio bajo luz blanca y el
filtro para Texas Red con el objetivo de identificar la autofluorescencia del simbionte. El
sobrenadante de los tentaculos se transfirido a un tubo Falcon de 50 ml con 5 ml de Buffer de
extraccion (Tris-HCI 50 mM, EDTA 100 mM, NaCl 100 mM, SDS 1 % y Proteinasa K 1.25
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mg/ml). La mezcla se homogenizd en el Buffer de extraccion mediante inversion e incubé a 55°C

durante toda la noche.

Posteriormente, se adiciond6 NaCl a una concentracion final de 1.7 M, dicha mezcla se
homogeniz6 mediante una agitacion en vértex por 2 min a velocidad méaxima, luego se realizd
una centrifugacion por 10 min a 14,000 xg, el sobrenadante fue tomado y el ADN se precipito
con un volumen de isopropanol durante 4 h a -20°C. La pastilla se lavd 2 veces con etanol al 80
% y finalmente se resuspendié en 50 pl de Buffer TE (Tris-HCI 10 mM pH 7.5; EDTA 1 mM).

El ADN gendmico se visualizé mediante geles de agarosa a una concentracion del 1%.

2.2.- Extraccion de ADN plasmidico

Las clonas transformantes se crecieron en 5 ml de caldo Luria Bertani (LB) a 37°C durante 12 h
con agitacion constante. Al medio de cultivo se le adiciond el antibiotico especifico de acuerdo al
vector empleado tales como: ampicilina 100 pug/ml con las clonas con el vector pPGEM T-Easy y
pGADT7, cloranfenicol 34 pg/ml con el uso del vector PCRT7-NT y kanamicina 50 pg/ml con el
vector pGBKT7. EI ADNp fue extraido con el uso del kit GeneJET plasmid Miniprep Kit

(Thermo Scientific), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

2.3.- Extraccion de ARN

Se realizé teniendo como base el protocolo de Fenol caliente publicado por Pawlowski et al.
(1994) iniciando con 4 g de campana de medusa. Todo el material empleado se traté con DEPC
0.1%. El tejido se homogenizd en nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino que se depositd
en un tubo de 50 ml al cual se le afiadieron 4 ml de la mezcla 1:1 fenol y buffer de extraccion de
RNA (LiCl 100 mM, SDS 1 %, Tris-HCI 100 mM pH. 9 y EDTA 10 mM previamente calentado
a 95°C). Dicha mezcla se agitd vigorosamente en vortex durante 2 min y se centrifugo a 14,000
xg durante 15 min a 4°C. Al sobrenadante se le adicioné un volumen de cloroformo, seguido de
una agitacion mediante vortex y dicha mezcla se centrifugd por 5 min a 14,000 xg a 4°C. La fase
acuosa se tomd y precipitdé mediante la adicién de LiCl 8 M hasta tener una concentracion final
de 2 M, y posteriormente se dejé toda la noche a -20 °C. Se continué el procedimiento con una
centrifugacion a 14,000 xg por 20 min a 4 °C, la pastilla se lavd con etanol absoluto y después se
centrifugd a 14,000 xg, la pastilla obtenida se suspendié en 500 ul de 0.3 M acetato de sodio pH
5.8. El sobrenadante fue tomado y se precipité con 2.5 volumenes de etanol absoluto durante 2 h
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a 4°C. Posteriormente se llevd a cabo una centrifugacion por 10 min a 14,000 xg y la extraccion
se finalizd con la resuspension del sedimento en 10 ul de agua miliQ tratada con DEPC. Al
finalizar, la muestra fue cuantificada en el espectrofotometro Eppendorf a través de la relacion de

absorbancia A260/A280 y las muestras fueron visualizadas en gel de agarosa al 1 %.

La extraccion del ARN para el ensayo de PCR punto final se llevo a cabo con el protocolo
anteriormente descrito, para este propésito se emplearon larvas sexuales, pélipos, estrobilos,

éfiras, tejido de campana y tejido del tentaculo.

Las larvas sexuales se tomaron de las medusas adultas, y posteriormente se les dio una
centrifugacion a 500 xg por 5 min con el objetivo de bajar las larvas al fondo del tubo (ya que una
vez liberadas de la madre, las larvas comienzan a nadar). El agua fue eliminada rapidamente y las
larvas se enjuagaron en 3 ocasiones con agua de mar artificial filtrada para eliminar el simbionte
adherido a las larvas. La pastilla final con las larvas fue pesada. Para los estadios de pdlipos y
estrobilos se emplearon 200 organismos por cada extraccion. En el caso de las éfiras se usaron
300 individuos. Los tejidos de la campana y los tenticulos se cortaron con tijeras y se enjuagaron
con agua miliQ. En promedio se usaron 4 g de tentadculo y 3 g de campana para cada extraccion.
Una vez finalizada la extraccion del ARN, el ADN gendmico se eliminé mediante un tratamiento
con el kit DNase max (Qiagen). Después el ARN fue reextraido con fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1), la fase acuosa se retuvo y el ARN se precipitd con etanol absoluto durante 2
h a -20°C. Finalmente se llevd a cabo una centrifugacion a 14,000 xg y la pastilla fue
resuspendida en 10 pl de agua miliQ y cuantificada en un espectrofotémetro Eppendorf bajo la
relacion de absorbancia A260/A280.

2.4 Sintesis de cADN

Una vez comprobada la integridad del ARN mediante electroforesis en gel de agarosa y
cuantificacion, se efectud la sintesis de CADN. A partir de el ARN total obtenido (varia en la
concentracion dependiendo del estadio) se le afiadieron 0.5 pg de oligonucle6tido especifico al
objetivo del experimento. EI empleo de los oligonucledtidos dTT, UAP se utilizd para la sintesis
de cADN con énfasis en la region 3'; o bien el oligonucleétido Rack1-3"-2F para llevar a cabo la
amplificacion del transcrito antisentido. Cuando fue necesario se agregd a la mezcla agua miliQ

estéril tratada con DEPC para completar un volumen final de 12 pl. Esta mezcla se incubd
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durante 5 min a una temperatura de 65°C. Posteriormente se continud con la adicion de 4 pl de
Buffer de Reaccion RevertAid Reverse Transcriptase (5X), 0.5 pl de RiboLockRNase (inhibidor
de RNAsas), 2 ul de dNTPS (10 mM cada uno) y 200 unidades de enzima (RevertAid Reverse
Transcriptase); dicha mezcla se agitd mediante vortex. El producto resultante se incub6 a una
temperatura de 42°C durante 60 min seguido de un ciclo final de 70°C por 10 min con el objetivo

de inactivar la enzima. El cADN fue almacenado a -80°C hasta su uso.

3. Disefio de oligonucle6tidos

A partir de diferentes bases de datos las secuencias de RACK1 asi como del Factor de elongacion
1 alfa (FE1a) correspondientes a cnidarios y/o especies relacionadas (Cuadro 2 y 3), se realizo un

alineamiento multiple con el programa UGENE v.1.12.3.

En el caso de PKC, el borrador del transcriptoma de Cassiopea fue facilitado por el laboratorio de
la Dra. Monica Medina de la Universidad de Pennsylvania y de este transcrito se identifico la
secuencia hipotética correspondiente a PKC Beta y se generd un conjunto de oligonucle6tidos
descritos en el Cuadro 4.

Cuadro 2. Secuencias obtenidas para disefio de oligonucleétidos de RACK1

Organismo No. de acceso
Hydra vulgaris X97800.1

Hydra magnipapillata NM_001287799.1
Nematostella vectensis XM_001631734.1
Acropora digitifera EZ012110

Dario renio AF025330.1
Aurelia aurita No liberada

Cuadro 3. Secuencias de organismos correspondientes al Factor de elongacion 1 alfa

Organismo No. de acceso
Cladonema radiatum AY542532.1
Podocoryne carnea AJ549292.1
Malo kingi EU878256.1
Aurelia aurita KC341734.1
Chironex fleckeri FJ460241.1
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A los oligonucleotidos disefiados para la amplificacion del marco de lectura abierto de CxRACK1
(ATG-CX y STOP-CX) se les afiadio el sitio de reconocimiento de las enzimas BamH1(verde) al
oligonucledtido ATG-CX y EcoR1 (rojo) en el oligonucledtido STOP-CX, con el objetivo de
facilitar la subclonacion en el vector de expresion. Los oligonucle6tidos empleados en el presente
trabajo se encuentran detallados en el Cuadro 4.

Para el ensayo de hibridacion in situ se disefiaron oligonucleétidos especificos que amplifican un
fragmento de CxRACK1 de 688 pb. A dichos oligonucledtidos se les afiadio en los extremos, las
secuencias de reconocimiento de las ARN polimerasas T7 en el oligonucleétido sentido y SP6 al
antisentido (ver Cuadro 4 donde los sitios de reconocimiento de las polimerasas se muestran
subrayados). Se gener6 la sonda antisentido (complementaria al ARN mensajero) asi como la
sentido (control negativo). En el caso de PKC a partir de la construccion clon-CxPKC-C2 se
amplificé el fragmento de la sonda con el empleo de los oligonucle6tidos SP6 y T7; los cuales

flanquean los extremos del vector donde se encuentra el inserto de PKC (ver Cuadro 4).

Cuadro 4. Oligonuclettidos empleados en el presente trabajo

RACK1(1)F 5 GTG GAACAC TAAAAG GCCATAATGG Y

RACK1 (3) R 5 CCAGAA AGT GCAAACTGACCATCYX

ATG-CX 5 GGA TCC ATG GGC GAACAAATGACATTG AAAG 3
5 GAATTCTTATGCTTTCTTGTACTTGCC AAACYT

STOP-CX En azul se sefala el sitio de corte de la endonucleasa EcoRI

Rack1-3"-1F 5 CTC GTG ACA AAA CAT TGATCC TCT GGG 3

Rack1-3"-2F 5 GGT ACCCCA AAAAAGTGCTTCAAG GG 3

Rackl1l-5"-1R 5 CAA GAG AGAATTTGG TCT GGC GTT TGC 3’

ASRack1-184-R
UAP

dT
PF-RACK1-Fwd
PF-RACK1-Rev
2YH-RACK1-F

5'GGT CCAGTA GCAGCACAC AACCAATATCTG S

5 GGCCACGCGTCG ACT AGTACTTTTTTTTTTTTTITT 3
S"TTTTTTTTTTTTTTTTTT 3°

5 TGT TGG TCACAC AAAGGATGT TCTCAGT 3

5 AGA CAC AGT GAC AGT ATT CAG GTAGCCA 3’

5" GGAATC CGT ATG GGC GAACAAATGAC 3
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2YH-RACK1-R
T7RACK1-Fwd
SP6RACK1-Rev
FE1aCx-229-255F
FelaCx-1277-1302R
PF-FEal-Fwd
PF-FEa/-Rev
PF-PKC-Fwd
PF-PKC-Rev
ATG-PKC
PKC-684-Fwd
PKC-1114-Rev
SP6

T7

Rubisco 11-Fwd

Rubisco I1-Rev

5 GTC GAC TTATGC ATT TCT TGT AAC TTG CC 3°

5 TAATACGACTCACTATAG GGCAAACGCCAGACCAAATTCT 3’
5 ATTTAGGTGACACTATAG TTG GTC CAG TAG CAG CAC AC 3
5'GTT GTC ATT GGT CAC GTC GAC TCT G 3’

5'CAC CGG GAT GGT TCA AGA TGA TGAC 3’

5 CCT CCA TAC TCT GAA CCA AGG TTT AAT G 3°

5 CCA ATT CCA CCA ATC TTG TAT ACA TCC TG 3°

5 GTG ATC ATT GTG GGT CTC TAC TGT ATG G 3°

5 TCT CTT TCT CAG GAT CAG GCT TCA GCT 3’

5 ATG AGT GAT TCA AAG AGT ATA AC 3’

5'CTA AGC TAT GTG GCG CAG ATC ACA CC 3’

5 ATT CGC CGT TGC TCT GTC CCA GTC 3'

5 ATT TAG GTG ACA CTATAG 3’

5 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3°

5 TTC TCC GCC AAC ATA AC(t/c) GC 3’

5" AG(alg) TTC TCG AAG AAG GC (c/t) GC 3'

En verde se sefiala el sitio de reconocimiento de la enzima BamHl, en rojo el sitio de corte de la

enzima EcoRlI y en azul el sitio de reconocimiento de le endonucleasa Sall.

4.- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
4.1.- Amplificaciones mediante PCR

Las diferentes amplificaciones se realizaron en general con los siguientes reactivos y
concentraciones: como templado se utilizaron 100 ng de ADN gendémico y/o cADN, a los cuales
se les agreg0 la siguiente mezcla de reaccion: 3 pl de Buffer 10X (Tris-HCI 100 mM pH 8.8, KCI
500 mM), MgCl; 1.5 mM, dNTPs 160 uM, oligonucleédtidos sentido y reversa 160 UM de cada
uno y Tag ADN Polimerasa 1 U (Thermo Scientific), dicha mezcla se llevé a un volumen final de
30 pl mediante la adicién de agua miliQ. Las condiciones de PCR para cada juego de
oligonucleotidos se describen en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Oligonuclettidos y condiciones de PCR para las distintas amplificaciones

Oligonucleotidos empleados

RACKL(1)F y RACK1 (3) R

RACK1-3"-1F y UAP/AT

RACK1-3"-2F y UAP/AT

RACK1-3-1F y RACK1-5"-1R

RACK1-3"-2F y RACK1-5"-1R

ATG-CXy STOP-CX;
2YH-RACK1-Fy 2YH-RACK1-R

T7RACK1-Fwd y
SP6RACK1-Rev

FE1laCx-229-255F y
FelaCx-1277-1302R

PF-FE!a-Fwd y PF-FE/a-Rev

Condiciones de PCR

Un ciclo inicial de 94°C durante 3 min
40 ciclos: 94°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 40 s
y una extension final de 72°C por 10 min.

Un ciclo inicial de 95°C durante 3 min
40 ciclos: 95°C por 45 s, 55°C por 50 s, 72°C por 1 min y una
extension final de 72°C por 10 min.

Un ciclo inicial de 95°C durante 3 min,
40 ciclos: 95°C por 1 min, 51.6°C hasta 61.5°C por 1 min,
72°C por 1 min y una extension final de 72°C por 10 min.

Un ciclo de 95°C durante 3 min,
39 ciclos: 95°C por 30 s, 55°C por 30 s, 72°C por 2 min y una
extension final de 72°C por 10 min.

Un ciclo inicial de 95°C durante 3 min,
39 ciclos: 95°C por 30 s, gradiente 51.6°C por 50 s, 72°C por
2 min y una extension final de 72°C por 10 min.

Un ciclo inicial de 95°C durante 3 min,
40 ciclos: 95°C por 40 s, gradiente 50 a 61.6°C por 50 s, 72°C
por 1 min, una extension final de 72°C por 10 min.

Un ciclo de 95°C por 3 min;
40 ciclos de 95°C por 40 s, 60°C por 45 s, 72°C por 1 min;
un ciclo de extension final de 72°C por 10 min.

Un ciclo de 95°C por 3 min;

35 ciclos de 95°C por 41 min, 53°C, 55°C y/o 57°C por 1 min,
72°C por 1:30 min y un ciclo de extension final de 72°C por
10 min

Un ciclo inicial de 95°C durante 3 min,
40 ciclos: 95°C por 30 s, 60°C por 30 min, 72°C por 30 s y
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PF-RACK1-Fwd y PF-RACK1-
Rev

PF-PKC-Fwd y
PF-PKC-Rev

PKC-684-Fwd y PKC-1114-Rev

ATG-PKC y PKC-1114-Rev
(Oligonucléotidos que amplifican
el Dominio C2 de PKC)

SP6y T7

Rubisco 11-Fwd
Rubisco I1-Rev

una extension final de 72°C por 5 min.

Un ciclo inicial de 95°C durante 3 min,
40 ciclos: 95°C por 30 s, 60°C por 30's, 72°C por 30 s y
una extension final de 72°C por 5 min.

Un ciclo inicial de 95°C durante 3 min,
40 ciclos: 95°C por 30 s, 60°C por 30's, 72°C por 30 s y
una extension final de 72°C por 5 min.

Un ciclo inicial de 95°C durante 3 min,
40 ciclos: 95°C por 50 s, 52°C por 1 min, 72°C por 45 sy una
extension final de 72°C por 5 min

Un ciclo inicial de 95°C durante 3 min
40 ciclos de 95°C por 1min, 50°C por 1 min, 72°C por 1miny
una extension final de 72°C por 10 min.

Un ciclo inicial de 95°C durante 3 min
40 ciclos de 95°C por 1min, 50°C por 1 min, 72°C por 1 miny
una extension final de 72°C por 10 min.

Un ciclo de 94°C por 3 min; 30 ciclos de 94°C por 1 min,
50°C por 1 min, 72°C por 1 min y un ciclo de extension final
de 72°C por 8 min (Rowan et al., 1996)

4.2. Purificacién de los fragmentos amplificados

Las amplificaciones mediante PCR y los productos de las digestiones enzimaticas se separaron en

un gel de agarosa al 1% Yy la banda de interés se cortd y purificé mediante el uso del kit Wizard

SV Clean Up de Promega®.

5. Digestiones enzimaticas

El ADN plasmidico se sometié a diferentes digestiones con las enzimas EcoRI (Fermentas),

BamHI (Promega) y Sall (Jena Scientific). Una reaccion tipica de digestion consistio de 100 ng

de ADN plasmidico, 2 pl de Buffer, 10 unidades de enzima y agua miliQ hasta obtener un

volumen final de 20 pl. La reaccién se incubd durante toda la noche a 37°C.
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Los vectores PCRT7-NT y pGADT7, asi como las construcciones clon-CxRACK1 y clon-
CxPKC-C2 se cortaron con la endonucleasa EcoRI; por otro lado, el vector pGBKT7 vy la

construccion Clon-CxRACK?1 fueron digeridos con las enzimas BamHI y Sall.

6. Electroforesis en gel de agarosa

Las extracciones de ADN, ARN, las restricciones enzimaticas y las amplificaciones mediante
PCR, se visualizaron en geles de agarosa al 1 % y 2 % segun el tamafio de amplificacién
esperado, en un buffer de corrida TAE 1X (Tris acetato 40 mM, EDTA 1 mM), y 2 pl de buffer
de carga (azul de bromofenol 0.25%, xilene cyanol 0.25%, glicerol 30% en el colorante
fotoreactivo Biotium®). Como referencia se emplearon los marcadores de peso molecular 1 Kb
DNA Ladder y Generuler 100 pb (Fermentas®). Los &cidos nucleicos fueron visualizados en
geles de agarosa, en el cual se cargaron 5 ul de los productos de PCR, 3 pul de ADN gendmico, 2
pl de ARN y 10 pl de las reacciones de digestion. La electroforesis se corrié a 80 V durante 40

min, para posteriormente visualizarse en un transiluminador.

7. Ligacion de las amplificaciones y/o digestiones

Las amplificaciones de RACKL1 y/o PKC se ligaron a diferentes vectores entre ellos el vector de
clonacion pGEM® T-Easy (Promega), el vector de expresion pCRT7-NT (Invitrogen), el vector
pGBKT7 y/o pGADT7 (Clontech), seguin el propdsito de cada experimento (ver Cuadro 6). Para
dichas reacciones se emplearon 5 pul de Buffer de ligacion 10X, 50 ng de vector, la cantidad de
inserto necesaria para mantener una relacion molar 3:1, y 3 unidades de T4 ligasa (Promega®),
hasta un volumen final de 10 pl. La reaccion de ligacion se mantuvo durante toda la noche a 4°C

y posteriormente se siguid con el ensayo de transformacién.
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Cuadro 6. Construcciones desarrolladas en el presenta trabajo

Vector

pGEM T-Easy

pGEM T-Easy

PCRT7-NT

PGADT7

PGBKT7

Inserto

ORF-RACK1

Dominio C2 de PKC

ORF-RACK1

Dominio C2 de PKC

ORF-RACK1

Nombre de la

quimera

clon-CxRACK1

clon-CxPKC-C2

Exp-CxRACK1

2YH-PKC-Presa

2YH-RACK1-

Carnada

Funcién

Mantenimiento y replicacion
del marco de lectura de
CxRACK1.

Mantenimiento y replicacion
del inserto. Generacion de
sonda para ensayo de
hibridacion in situ.

Expresion de la proteina
RACK1 en E. coli

Expresion del fragmento C2
de PKC en S. cerevisae para
el ensayo de doble hibrido de

levadura.

Expresion de CxRACKL1 en
S. cerevisae para el ensayo

de doble hibrido de levadura.
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7.1 Transformacion en E. coli

El producto de la ligacion se transformé en células quimico competentes de E. coli Topl0 y/o
DH5a 0 bien en el caso de expresion, se emplearon células Rosetta o0 BL21 (DE3) pLysS. Dicha
transformacion se llevo a cabo mediante un choque térmico a 42°C durante 1 min, las células se
incubaron a 37°C durante 1 h en agitacion de 250 rpm y posteriormente fueron distribuidas en
placas de agar LB adicionado con el antibiotico necesario. En el caso de las placas donde se
crecieron las células transformadas con el vector pGEM T-Easy se afiadieron ademas del
antibidtico, los reactivos X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactopirandsido) e IPTG, con
el objetivo de facilitar la busqueda de colonias blancas-azules. Las placas se incubaron a 37°C
durante toda la noche. La seleccidn de las clonas transformantes se hizo mediante un diagnastico

de PCR en colonia y digestion enzimatica.
8.- Secuenciacion

8.1 Acidos nucleicos

Las clonas con los insertos de RACK1, PKC y FEla se secuenciaron en el Instituto de
Biotecnologia y/o Fisiologia Celular-UNAM, con los oligonucledtidos universales M13 para las
construcciones de clonacién y T7 para las construcciones de expresion y doble hibrido de

levadura.

8.2 Proteinas

La proteina expresada en las células Rosetta con el plasmido Exp-CxRACK1l de
aproximadamente 36 kDa, asi como el punto del ensayo del isoelectroenfoque de
aproximadamente 40 kDa fueron extraidos del gel de SDS-PAGE y enviados al Departamento de
Protedmica en el Instituto de Biotecnologia-UNAM, para su analisis mediante espectrometria de

masas de alta resolucion.

9.- Hibridacion in situ

Todos los ensayos de la técnica de hibridacion in situ se basaron siguiendo el protocolo de
Wolensky et al. (2013).
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9.1 Generacién de la sonda

El ARN se sintetizd con los kits MEGAscript® SP6 transcription kit y MEGAscript® T7
transcription kit, siguiendo las recomendaciones del fabricante. La sonda generada se cuantifico
mediante el uso de nanodrop 2000 (Thermo Scientific®). Las sondas se almacenaron a -20°C a
una concentracion de 100 ng/ul en buffer de hibridacién (BH) (formamida 50%, SSC 5X pH. 4.5,
heparina 50 pg/ml, Tween 20, 50 pg/ml, SDS 1% y 100 pg/ml de esperma de salmoén

previamente desnaturalizado durante 5 min a 95°C).

9.2 Fijacion del material bioldgico

Los estadios de polipo, estrobilo y éfira fueron anestesiados en agua de mar artificial con MgCl,
al 10% durante 10 min a temperatura ambiente, en las larvas no fue necesario el paso de
anestesia. Posteriormente el agua de mar fue eliminada y los organismos se incubaron en solucion
de fijacion | (paraformaldehido 4%, glutaraldehido 0.3% en PTw (Tween 20 0.001%, PBS 1X la
solucion fue previamente tratada con DEPC 0.1%) durante 15 min en agitacion a temperatura
ambiente; despues la solucion fue removida y reemplazada por la solucion de fijacion Il
(paraformaldehido 4% en PTw) durante 1 h a 4°C en agitacion; una vez transcurrido el periodo de
incubacion se elimind la solucién y se continudé con 5 lavados en buffer PTw por 5 min bajo
agitacion. Después de los lavados el material fijado fue preservado en metanol y almacenado a -

20°C hasta su empleo.

9.3 Pretratamiento

Los ejemplares fijados se rehidrataron mediante lavados donde la concentracion de metanol se
disminuyd. Se inici6 con un lavado inicial de metanol al 60% y PTw al 30% durante 5 min
seguido de metanol 30% y PTw 70%. Se prosiguio con 4 lavados en Ptw; dos rapidos mediante la
inversion del tubo y dos lentos por 5 min en agitacion. Posteriormente se realiz6 una digestion
con Proteinasa K grado RNA (Invitrogen) 0.05 mg/ml para pélipos, éfiras y estrobilos durante 20
min y 0.01 mg/ml para larvas por 15 min sin agitacion. La Proteinasa K se retird y la digestion
fue detenida mediante de 2 lavados con glicina (2 mg/ml en PTw), por 5 min.

Continuando con el protocolo se realizaron 2 lavados con PTw y trietanolamina 1%, 1 lavado con

PTw con trietanolamina 1% y acético anhidro 0.003%, seguido de 1 lavado con PTw con
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trietanolamina 1% y acético anhidro 0.006%; el pre-tratamiento se finaliz6 con la eliminacion de

la trietanolamina mediante 2 lavados en PTw.

9.4 Post-fijado

Una vez terminado el pretratamiento, el PTw se retird y los organismos se fijaron nuevamente en
paraformaldehido al 4% en PTw por 1 h a temperatura ambiente en agitacion. El
paraformaldehido se elimind por medio de 5 lavados en PTw. Después, al material bioldgico se le
agreg6 el BH precalentado a 60°C y se mantuvo por 10 min en agitacion; el buffer fue renovado y
las muestras se dejaron en este buffer toda la noche a 60°C. Transcurridas las 12 h de incubacion,
el BH se retir0 y la sonda sintetizada previamente (ver apartado generacion de sonda) se diluyo a
una concentracion de 1 ng/ul en el BH. La sonda se desnaturaliz6 por 10 min a 95°C y fue

agregada a los ejemplares a 60°C por 48 h.

Concluido el periodo de incubacion, la sonda fue retirada y almacenada a -20°C para posteriores
usos. El proceso se continu6 mediante un lavado con BH sin esperma de salmon (BH-No-ES)
(formamida 50%, SSC 5X pH. 7.0, heparina 50 pg/ml, Tween 20 a una concentraciéon de 50
pg/ml y SDS 1%). El protocolo se siguio con 4 lavados con diferentes proporciones de BH-No-
ES y SSC 2X. Iniciando con la relacion BH-No-ES (75%) y SSC 2X (25%), seguido de BH-No-
ES (50%) y SSC 2X (50%); posteriormente BH-No-ES (25%) con SSC 2X (75%) y se finalizd
con un lavado de SSC 2X. Cada uno de los lavados se llevd a cabo por 30 min a 60°C. Se
continud con 2 lavados con SSC 0.02X pH 7.0 por 20 min a 60°C y uno mas a temperatura

ambiente en agitacion.

Se prosiguio con lavados iniciando con SSC 0.02X (75%) y PTw (25%); luego SSC 0.02X (50%)
y PTw (50%); SSC 0.02X (25%) y PTw (75%); los lavados se finalizaron con 1 lavado en PTw

cada lavado se llevé a cabo durante 10 min en agitacion a temperatura ambiente.

9.5. Bloqueo e incubacién con anticuerpo

El Buffer de blogueo (BB) se preparé mediante la disolucion de 10 g de Blocking reagent
(Roche) en 500 ml de acido maleico pH 7.5. Los diferentes estadios fueron incubados con BB

durante toda la noche a 4°C en agitacion. Posterior a las 12 h de bloqueo, el BB se retir6 y se
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afiadié el anticuerpo anti-DIG-AP (Roche) diluido en BB a una concentraciéon de 1:5000 durante

toda la noche a 4°C en agitacion.

9.6. Revelado

El anticuerpo anti-DIG-AP se descartd y los organismos fueron lavados 5 veces durante 5 min en
PTw bajo agitacion a temperatura ambiente. Luego se realizaron 2 enjuagues en el Buffer de
Fosfatasa Alcalina y magnesio (BFA+Mg*") (NaCl 100 mM, MgCl; 50 mM, Tris pH 9.5 100
mM y Tween 0.5%) y 2 lavados con BFA sin Mg®*. Finalizados los lavados, se prepard la
solucion de revelado donde se mezclaron 10 ml de BFA+Mg?* mas 32 pl de NBT y 16 pl de
BCIP. Dicha solucion se puso en contacto con el material bioldgico en agitacion, hasta observar
una tincion purpura. La reaccion de revelado fue detenida a través de la adicion de PTw y

finalmente los organismos se preservaron en glicerol al 80% y registrados en fotografias.

10. Inmunolocalizacion
10.1 Inmunolocalizacién de RACK1

Las larvas, polipos, estrobilos y éfiras de Cassiopea se fijaron de acuerdo a la seccidn

previamente descrita (ver Fijacion del material bioldgico).

A los organismos fijados se les retird el metanol y se enjuagaron en PBS-T por 5 min en 5
ocasiones con el propdsito de eliminar los residuos de metanol. Después al material bioldgico se
le agrego buffer de bloqueo (BSA 2% disuelto en PBS-T) y se mantuvo a 4°C durante toda la
noche en agitacion constante. Posteriormente, el buffer de blogueo se retir6 y el anticuerpo
primario (anti RACKL1 policlonal, y/o anti PKC Beta) se adicion6 a una concentracion de 1:200
en PBS-T y se incub6 por 5 h a temperatura ambiente en agitacion. Inmediatamente el anticuerpo
primario se elimind y las muestras se enjuagaron en 5 ocasiones durante 10 min con PBS-T bajo

agitacion.

Se continud el protocolo con la adicion del anticuerpo secundario anti conejo-AP (Sigma) (1:200)

en PBS-T durante 2 h a temperatura ambiente.

Posteriormente, los organismos se lavaron 5 veces en PBS-T y 2 veces con buffer de fosfatasa
alcalina (NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM, Tris 100 mM, pH 9.5 y Tween-20 0.5%). Finalmente, la
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muestra se reveld con el uso de NBT y BCIP (Promega®) de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. La tincion del revelado se monitore6 mediante la utilizacion del estereoscopio hasta
que se observo la tincion purpura en el tejido. La reaccion se detuvo mediante 5 lavados con

PBS-T. La muestra se preservo en glicerol al 80% para su fotodocumentacion.

11. Expresién de CxRACK1 en E. coli

El vector EXP-CXRACKL se integré en células BL21 (DE3) pLysS o Rosetta de E. coli, (ver
transformacion en E. coli), las células se crecieron en medio LB liquido suplementado con
ampicilina a 100 pg/ml y Cloranfenicol 34 pg/ml hasta alcanzar una densidad optica de 0.6. Una
vez alcanzada dicha densidad se adicioné al cultivo 1 mM de IPTG como inductor de la
expresion. A partir del momento se tom6 una alicuota del cultivo cada h para observar el tiempo
en el cual se evidencia una sobreexpresion de la proteina de interés. El analisis de la expresion de
CxRACKU1 se realiz6 mediante geles de SDS-PAGE y Western blot.

12. Purificacién de la proteina recombinante (CXRACK1)

Empleando como herramienta la etiqueta de seis histidinas que el vector EXP-CXRACK1
contiene en su region promotora, la proteina recombinante se purific6 mediante el uso de la
matriz HIS-select® Nickel affinity gel o HIS-select Cobalt affinity gel (Sigma). Un cultivo de 1
L de células de E. coli, que expresan CxRACK1 fueron centrifugadas a 2,600 xg a 4°C. La
pastilla fue suspendida en 10 ml de buffer de equilibrio frio (Urea 8 M, Fosfato de sodio 50 mM,
NaCl 0.3 M a pH. 8 adicionado con coctel inhibidor de proteasas (Roche); posteriormente, las
células fueron lisadas en prensa francesa a 20,000 psi. El lisado celular fue centrifugado a 14,000
xg a 4°C durante 20 min [una alicuota de 75 pl fue tomada y hervida con Buffer de Laemmli para
su andlisis etiquetado como “extracto antes] y el resto del sobrenadante fue congelado a -80°C
hasta su uso. Por otro lado, se tom6 1 ml de resina de Niquel o Cobalto y se depoésito en una
columna de polipropileno de 10 ml. Una vez que el volumen de etanol fue eliminado de la resina,
esta fue lavada con 5 volimenes de agua miliQ y luego equilibrada con 10 volimenes de buffer
de equilibrio. Una vez que se eluyo el buffer de equilibrio, se afiadié el lisado de E. coli a la
resina; [una alicuota de 75 pl del eluido se hirvid con Buffer Laemmli y se etiquetdé como
“extracto después”]. Ya que todo el sobrenadante pasé por la resina, ésta se lavo con 30

volumenes de buffer de equilibrio [tomando una alicuota de 75 pl etiquetado como “lavado™].
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Posteriormente, diferentes lavados se llevaron a cabo con 10 volumenes de buffer de equilibrio
disminuyendo las concentraciones de urea (6, 4, 2, 1 y 0.5 M). Después la resina fue lavada en 2
ocasiones con el buffer de equilibrio sin urea. La muestra se eluyé en buffer de elucion (Fosfato
de Sodio 50 mM, Cloruro de Sodio 0.3 M, Imidazol 1 M, pH 8) y una alicuota fue tomada para su
andlisis (etiquetada como “elucién”). Finalmente, se analiz6 una muestra de las perlas de resina

hervidas en Laemmli para observar residuos de CXxRACK1 unidos a la matriz.

13.- Identificacion de la proteina RACK1 en C. xamachana mediante western blot
13.1 Preparacion de las muestras para SDS-PAGE

Empleando como fuente de proteinas los tejidos de campana y tentaculos de C. xamachana, los
cuales se procesaron en un homogenizador Dounce. El sobrenadante obtenido se centrifugé a
14,000 xg durante 20 min a 4°C, con el objetivo de eliminar el simbionte de la muestra. Las
proteinas totales fueron cuantificadas mediante el ensayo de Bradford (1976). A las proteinas
totales se le agregd Buffer Laemmli 4X (SDS 2%, glicerol 10%, B-Mercaptoetanol 5%, azul de
bromofenol 0.02% y Tris-HCI 0.75 mM a un pH final de 6.8) hasta dejar la muestra a una
concentracion de 1X de buffer Laemmli. Posteriormente, la muestra se incub6 a 95°C durante 10
min, lo cual permitié la desnaturalizacién de las proteinas. Transcurrido el periodo de
desnaturalizacion, los lisados fueron mantenidos en hielo por 5 min, la muestra se cargé en el gel
de SDS-PAGE.

La preparacion de las fracciones microsomales fue llevada a cabo de acuerdo al protocolo

descrito por Islas-Flores et al. (2009).

13.2 Preparacion de gel de SDS-PAGE

La separacion de las proteinas se llevo a cabo mediante geles de poliacrilamida. Estos constan de
dos fases: una inferior conocida como fase de corrida, que en este caso se usO a una
concentracion de 12% y una fase superior al 4% denominada de apilamiento. Dichas fases fueron
preparadas de acuerdo a Sambrook y Russell (2001). El gel polimerizado se colocé en la camara
de electroforesis Mini PROTEAN 3 Cell de BioRad®, la cual se llend con buffer de corrida (Tris
0.025 M, Glicina 0.192 M y SDS 0.1 %). En cada carril del gel se cargo la muestra y un carril se

selecciono para colocar 1 pl del marcador de referencia Page Ruler Prestained Protein Ladder
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(Life Technologies). La fase de apilamiento se corrié a 70 V y la fase de corrida a 100 V. Una
vez que la banda de referencia del marcador correspondiente a 10 kDa se evidenciaba al final del
gel, se detuvo la corrida y se procedié a la transferencia a membrana de nitrocelulosa y/o tincion

con azul de Coomassie.

13.3 Transferencia de proteinas a membrana de nitrocelulosa

Una extension de 6x8 cm de membrana de nitrocelulosa (Immobilon-P®) se corté y humedeci6 en
buffer de transferencia (Tris-HCI 25 mM, Glicina 250 mM, SDS 0.1% e Isopropanol 100 ml;
(Villanueva, 2008)) en conjunto con las esponjas y los filtros. En el cassette de transferencia,
éstos se colocaron bajo el siguiente orden: una esponja, dos filtros y el gel de SDS-PAGE,
después la membrana (teniendo cuidado de eliminar cualquier burbuja entre el gel y la
membrana), seguido de dos filtros y finalmente la esponja. El cassette fue cerrado y colocado en
la cdmara de Transferencia Mini PROTEAN 3 Cell de BioRad®. La corrida se realiz6 a 400 mA
durante 1 h.

13.4 Visualizacion de proteinas transferidas a membrana y bloqueo de membrana

Una vez que finalizo la transferencia, la membrana se tifié con rojo de Ponceau durante dos min
en agitacion para verificar que la transferencia se realiz6 de manera exitosa. Luego se siguié con
el enjuague de la tincion con agua destilada. La membrana se bloqued con 10 ml de Suero de
Albumina Bovina (BSA) al 3 % disuelto en PBS-T durante 1 h, a una temperatura de 50°C bajo

agitacion constante.

13.5 Incubacion con anticuerpos

La membrana se incubo con el anticuerpo primario de seleccion (ver Cuadro 7), disuelto en PBS-
T (fosfato monobaésico (NaH,PO,) 2.74 mM, fosfato dibasico (Na;HPO,4) 7.197 mM, NaCl 136.9
mM, y TX-100 0.01 % a un pH final de 7.5), a una concentracion final de 1:1000. La membrana
se mantuvo con el anticuerpo durante toda la noche a 4°C en agitacion constante. Posteriormente,
el anticuerpo se retiré y la membrana se enjuago 5 veces con PBS-T por un periodo de 5 min. Se
siguio el protocolo con la adicion del anticuerpo secundario anti-ratén (Zymed®) o anti-conejo

(Sigma®) a una concentracion de 1:2500 el cual se incubd durante 2 h a una temperatura
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ambiente en agitacion. El anticuerpo fue eliminado y la membrana se enjuag6 5 veces por 5 min

en PBS-T.
Cuadro 7. Anticuerpos primarios empleados en este trabajo
Nombre Proveedor Secuencia de reconocimiento
RACK1 humano Santa Cruz LWNTLGVCKYTVQDESHSEWVSCVRFSPN

monoclonal Biotechnology

Catélogo: sc-17754

RACKZ1 humano

policlonal

Santa Cruz

Biotechnology

Catélogo: sc-10775

Anti-6X His tag Thermo Scientific

Monoclonal

Anti-18 Bio-synthesis, Inc.

Catalogo: MA1-21315

SSNPIIVSCGWDKLVKVWNLANCKLKTNHI
GHTGYLNTVTVSPDGSLCASGGKDGQAML
WDLNEGKHLYTLDGGDIINALCFSPNRYW
LCAATGPSIKIWDLEGKIIVDELKQEVISTSS
KAEPPQCTSLAWSADGQTLFAGYTDNLVR
VWQVTIGTR

LWNTLGVCKYTVQDESHSEWVSCVRFSPN

SSNPIVSCGWDKLVKVWNLANCKLKTNHI
GHTGYLNTVTVSPDGSLCASGGKDGQAML
WDLNEGKHLYTLDGGDIINALCFSPNRYW

LCAATGPSIKIWDLEGKIIVDELKQEVISTSS
KAEPPQCTSLAWSADGQTLFAGYTDNLVR

VWQVTIGTR

HHHHHH

SPDGSLCASGGKDGV
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policlonal

Anti-19

policlonal

PKC Beta

policlonal

Bio-synthesis, Inc.

MyBioSource

Catélogo: MBS2524544

SPDGSLCASGGKDGV

MADPAAGPPPSEGEESTVRFARKGALRQK
NVHEVKNHKFTARFFKQPTFCSHCTDFIWG
FGKQGFQCQVCCFVVHKRCHEFVTFSCPG
ADKGPASDDPRSKHKFKIHTYSSPTFCDHC
GSLLYGLIHQGMKCDTCMMNVHKRCVMN
VPSLCGTDHTERRGRIYIQAHIDRDVLIVLV
RDAKNLVPMDPNGLSDPYVKLKLIPDPKSE
SKQKTKTIKCSLNPEWNETFRFQLKESDKD
RRLSVEIWDWDLTSRNDFMGSLSFGISELQ
KASVDGWFKLLSQEEGEYFNVPVPPEGSEA
NEELRQKFERAKISQGTKVPEEKTTNTVSK
FDNNGNRDRMKLTDFNFLMVLGKGSFGK
VMLSERKGTDELYAVKILKKDVVIQDDDV
ECTMVEKRVLALPGKPPFLTQLHSCFQTM
DRLYFVMEYVNGGDLMYHIQQVGRFKEP
HAVFYAAEIAIGLFFLQSKGITYRDLKLDNV
MLDSEGHIKIADFGMCKENIWDGVTTKTFC
GTPDYIAPEIIAYQPYGKSVDWWAFGVLLY
EMLAGQAPFEGEDEDELFQSIMEHNVAYP
KSMSKEAVAICKGLMTKHPGKRLGCGPEG
ERDIKEHAFFRYIDWEKLERKEIQPPYKPKA
RDKRDTSNFDKEFTRQPVELTPTDKLFIMN
LDQNEFAGFSYTNPEFVINV
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13.6 Revelado de membrana

La membrana inicialmente se enjuagd con buffer de fosfatos alcalino (BFA) (Tris-HCI 100 mM,
pH 9), NaCl 150 mM, MgCl, 1 mM) durante 5 min. La solucion de revelado se prepard (5 ml de
BFA adicionado con 16 pl de Azul de Nitrotetrazolio (NBT) y 8 ul de 5-Bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato (BCIP), y se afiadié a la membrana en agitacion. La reaccion se detuvo mediante la

adicion de &cido acético.

13.7 Tincion de gel de SDS-PAGE

El gel se desmonto de los vidrios y se colocé en un recipiente con solucion de azul de Coomasie
(etanol 30%, acido acético 10%, azul de Coomasie 0.05%). La tincion se realizo en agitacion
constante (100 rpm) por un periodo de 12 h a temperatura ambiente. El exceso de colorante se
elimind a través de enjuagues con la solucion de destefiido (etanol 30%, acido acético 10% y

agua destilada 60%). Los geles fueron documentados mediante fotografias.

14. Doble dimension de proteinas
14.1. Preparacion de la muestra

Inicialmente una medusa de 5 g se homogenizé en 5 ml de PBS 1X, pH 7.5 e inhibidor de
proteasas de serina (PMSF 0.1 mM). Después el homogenado se centrifugo a 2,600 xg durante 10
min a 4°C. El sobrenadante resultante se precipit con 8 volimenes de acetona y un volumen de
acido tricloracético (TCA) > 99.0% durante 2 h a -20°C.

Posteriormente, la muestra fue centrifugada a 2,600 xg Yy la pastilla obtenida se lavo 3 veces con
5 ml de acetona fria, con el objetivo de eliminar los restos de TCA. La pastilla se purificé con el
kit Ready Prep 2D cleanup kit (BioRad) siguiendo las recomendaciones del fabricante y el
producto final se resuspendié en 2 ml de buffer de amortiguacion 2D Started Kit de BioRad (urea
8M, CHAPS 2%, DTT 50 mM, anfolitos pH 3-10 0.2% (Biolyte®) y azul de bromofenol). La
resuspension fue alicuotada en 125 pl y se almacend a -80°C hasta su uso.

14.2 Isoelectroenfoque

Para la separacion de proteinas en base a su punto isoeléctrico se usé el kit Ready Prep 2-D

Starter Kit (BioRad) y las tiras Readystrip IPG (pH 4-7 lineal de 17 cm). La muestra de proteina
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se distribuy6 en la bandeja de isoelectroenfoque y la tira se coloc6 sobre la muestra, con la

precaucion de evitar burbujas entre la muestra y la tira.

La tira fue hidratada durante 1 h a temperatura ambiente, una vez transcurrido este periodo se
adicionaron 2 ml de aceite mineral a la tira (para evitar la evaporacion de la muestra), y se
mantuvo por 12 h a 18°C. Después, el exceso de glicerol se eliminé de la tira con la ayuda de
toallas kimwipes. La tira se instalé en el equipo Protean IEF de BioRad con el programa de
corrida de gradiente preestablecido en el aparato. Este consta de cuatro ciclos bajo las siguientes
condiciones: un ciclo de 250 V durante 15 min, un ciclo de 4,000 V graduales, un ciclo rapido de
4,000 V y un ciclo final de 500 V. Cuando el isoelectroenfoque finalizd, la tira se incubd con
Buffer de equilibrio 1 de BioRad (urea 6 M, SDS 2%, Tris-HCI 0.375 M, pH 8.8, glicerol 20%,
DTT 2%) por 15 min a temperatura ambiente en agitacion. Transcurrida la incubacion, el buffer
se elimind y se reemplazé por Buffer de equilibrio 2 de BioRad (urea 6 M, SDS 2%, Tris-HCI
0.375 M, pH 8.8, glicerol 20%, DTT 2%) por 15 min a temperatura ambiente en agitacion. El
Buffer se elimind y la tira se enjuagd con el Buffer de corrida SDS-PAGE 1X. La tira se corto en
dos partes por la mitad con tijeras y cada parte se instalé en el gel de poliacrilamida para su
separacion por peso molecular. Este procedimiento fue necesario ya que no se contaba con una
camara de corrida para el tamafio de la tira (17 cm), y la division de la tira permitio llevar a cabo

la separacion por peso molecular en una cdmara de proteinas estandar.

15. Identificacién de interacciones RACK1-PKC en C. xamachana
15.1. Ensayo pull-down

Debido a la dificultad de separar la proteina CXxRACK1 de la columna de Niquel y/o Cobalto, el
ensayo pull down se llevé a cabo en dicha resina. Inicialmente, 5 g de tejido de medusa se
homogenizaron en 5 ml de PBS adicionado con TX-100 (0.05%) y PMSF 0.1 mM (Sigma) como
inhibidor de proteasas de serina. Dicha mezcla se centrifugd a 2,600 xg por 10 min a 4°C. El
sobrenadante se etiquet6 como “proteinas totales” (PT) y se transfiri6 a un nuevo tubo. El
sobrenadante se incubd con 200 pl de resina con la proteina CXRACKZ1 previamente acoplada por
1 h a 4°C en agitacion (250 rpm). Finalizado el tiempo de incubacion, se realizd una
centrifugacion durante 5 min a 500 xg y el sobrenadante se almacend y etiqueté como proteinas
no unidas a CXRACK1 (PnuR).
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La resina se lavo en 5 ocasiones con 15 ml de PBS. De cada lavado se obtuvieron alicuotas para
su posterior analisis. Los complejos de proteinas unidos a CxRACKL1 se despegaron con buffer
de elucion (PBS, TX-100 a una concentracion final de 0.1 %, Imidazol 500 mM, pH 8). Una
alicuota de la resina se hirvio directamente el buffer de Laemmli. Cada una de las alicuotas se
analiz6 mediante geles de SDS-PAGE y western blot con el anticuerpo anti-PKC.

15.2 Ensayo de doble hibrido de levadura
15.2.1 Ensayo de auto-activacion

Se verificd que la proteina CXRACK1 no active los genes reporteros en S. cerevisae mediante la
transformacion con las cepas AH109 y Y187 con el vector 2YH-RACK1-Carnada mediante el
protocolo de acetato de litio de acuerdo a las recomendaciones del proveedor (Yeastmaker yeast
transformation, Clontech).

15.2.2 Preparacion de células competentes

Todo el protocolo se llevo a cabo en una campana de flujo laminar. Una colonia de S. cerevisae
con un diametro de 2 a 3 mm se inocul6 en medio YPDA e incub6 a 30°C por 12 h bajo
condiciones de agitacion (250 rpm). De este cultivo se tomo una alicuota de 3 ul y se reinoculd
en 50 ml de medio YPDA. Cuando el cultivo alcanzé ODgq de 0.3, se centrifugd a 1,000 xg por 5
min y la pastilla celular fue resuspendida en 100 ml de medio YPDA donde se crecid hasta llegar
a una ODgqo de 0.5. Las células se centrifugaron por 5 min a 1,000 xg y la pastilla fue lavada con
30 ml de agua miliQ estéril y centrifugada por 5 min a 1,000 xg. Finalmente las células se
resuspendieron en 1.5 ml de Buffer TE-acetato de litio (Tris 10 mM, EDTA 1mM, LiAc 100

mM) las células competentes se mantuvieron en hielo para su inmediata transformacion.

15.2.3 Co-transformacion en S. cerevisae

Las cepas Y187 y AH109 se co-transformaron de manera independiente con los vectores 2YH-
RACK1-Carnada y 2YH-PKC-Presa. Como controles de la co-transformacion se emplearon los
vectores pGBKT7-p53 y pGADT7-T como control positivo y pGBKT7-Lam y pGADT7-T como
control negativo. En un tubo Eppendorf se agregdé la combinacion de vectores mencionados
anteriormente (200 ng de cada uno), ADN acarreador (5 pg) previamente desnaturalizado por 5
min a 95°C, 100 pl de las células competentes de levadura y 500 pl de buffer PEG/LIAC (PEG
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3350 40%, LiAc 100 mM, Tris 10 mM, EDTA 1mM). Dicha mezcla se incubd por 30 min a
30°C. Transcurrido este periodo, se adicionaron 20 pl de DMSO vy el tubo se transfirié a bafio de
agua por 20 min a 42°C. Las células se centrifugaron por 1 min a 14,000 xg y la pastilla se
resuspendié en 1 ml de medio YPD plus e incubaron por 1 h en agitacién a 30°C. Luego las
células se centrifugaron 1 min a 14,000 xg y a la pastilla se le adicionaron 500 pl de NaCl 0.9%.
Las levaduras transformantes se distribuyeron en diluciones de 1:10 y 1:100 en medio SD/-W,
SD/-L, SD/-W/-L 'y SD/-A/-H/-W/-L  con X-a-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolil-a-D-
galactopirandsido) y se dejaron a 30°C por 3 a 5 dias, monitoreando la aparicion de las colonias.

16. Anélisis bioinformatico

16.1 Anadlisis de secuencias nucleotidicas

Los electroferogramas obtenidos se analizaron en el programa UGENE v. 1.12.3, y mediante
BlastN (NCBI) se confirmd la identidad de las secuencias amplificadas. La obtencidn del marco
de lectura abierto se realizo mediante el ensamblaje de cada una de las secuencias amplificadas

con el programa CodonCode Aligner V 5.1.3.

La traduccion a proteina de las secuencias nucleotidicas se realizo en la pagina de internet:

www.expasy.org en la opcion de translate tool. La bdsqueda de los dominios WD se facilitd

mediante la base de datos de proteinas WD: http://wu.scbb.pkusz.edu.cn/wdsp/.

16.2 Elaboracién de la estructura tridimensional de CxRACK1

Una vez comprobada la identidad de CXRACK1 y CxPKC la secuencia a nivel aminoécido se
ingreso en el sitio web I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), donde
mediante el empleo de diversos algoritmos se facilita la prediccion de la estructura de las
proteinas (Yang et al., 2015; Roy et al., 2010; Zhang, 2008).

16.3 Construccion de arbol filogenético

Para la construccion del arbol filogenético de RACK1 las secuencias correspondientes a Fungia
scutaria, Montastraea cavernosa, Platygyra daedalea, Pseudodiploria strigosa, Seriatopora
hystrix, y Madracis aurenterna se obtuvieron de la base de datos del Laboratorio de Biologia
Integrativa de la Universidad de Oregon (http://people.oregonstate.edu/~meyere/data.html). Otras
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secuencias fueron descargadas de la base de datos del NCBI; entre ellas: Hydra vulgaris
(NM_001287799.1), Callorhinchus milii (XM _007901366.1), Eupryma scolopes (AF124742.1),
Latimeria chalumnae (XM _005989331.1), Ostrea edulis (JN184767.1), Paramisgurnus
dabryanus (GQ452296.1), Microtus ochrogaste (XM_005350198.1), Xenopus laevis
(NM_001086664.1), Nematostella vectensis (XM_001631734.1), Toxoplasma gondii
(AY547291.1), Blattella germanica (DQ885470.1), Symbiodinium  microadriaticum
(KJ755867.1), Danio rerio (AF025330.1), Homo sapiens (NM_006098.4), Drosophila
melanogaster (NM_001298794.1), Oryza sativa (Q6L4F8.1), Glycine max (NP_001235369.1),
Aurelia aurita (No liberada), Aiptasia pallida (XP_020893873.1) y Cassiopea xamachana (este

trabajo).

Para la construccién del arbol filogenético de PKC se emplearon las secuencias correspondientes
a Saccoglossus kowalevskii (XP_002731384.1), Oryctolagus cuniculus (NP_001095195.1),
Macaca nemestrina (XP_011745493.1), Rattus norvegicus (NP_001165776.1), Xenopus
tropicalis, Aurelia aurita (No liberada), Hydra vulgaris (NP_001296610.1), Mizuhopecten
yessoensis (XP_021354770.1), Acropora digitifera (XP_015762531.1), Crassostrea gigas
(XP_011437039.2), Crassostrea virginica (XP_022317284.1), Orbicella faveolata
(XP_020601819.1), Salmo salar (XP_013986844.1), Stylophora pistillata (XP_022794886.1),
Montastrea faveolata (http://people.oregonstate.edu/~meyere/data.html), Cassiopea xamachana

(este trabajo).

Con las secuencias se realizd un alineamiento multiple con el programa UGENE 6 v. 1.12.3 a
nivel aminoacido. La construccion del arbol filogenético se realizé con el método de Maxima
Probabilidad con el modelo de distancia LG+G con 1000 replicaciones en bootstrap en el
programa MEGA 7.

17. Induccion de la estrobilacion en C. xamachana

Pdlipos de C. xamachana fueron puestos en placas de cultivos celulares de 6 pozos, aclimatados
durante 2 d antes de los experimentos a una temperatura de 25°C + 1°C, bajo un régimen de 12/12
h oscuridad/luz con una intensidad de 160-180 pmol quanta m?s ™,

Los inductores probados fueron: indometacina, retinol, 9-cis acido retinoico, tiroxina y 5-metoxi

2-metil indol (Sigma). La eleccion de estos inductores se determind en base a su empleo en
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_020893873?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=76M5SNXX015
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trabajos previos con la medusa A. aurita (Fuchs et al., 2014; Kuniyoshi et al., 2012). Se utiliz6

agua de mar y DMSO como controles negativos de la induccién. Los inductores y

concentraciones se resumen en el Cuadro 8. Los polipos fueron revisados diariamente y su

evolucion fue registrada.

Cuadro 8. Compuestos quimicos y concentraciones empleados para inducir la metamorfosis en C.

xamachana

Inductor

Retinol

9-cis-acido retinoico
Indometacina
Tiroxina

5-Metoxi 2-metil indol

Concentraciones empleadas

0.5 uM 1uM S UM
1uM

10 uM 25 uM 50 uM
1uM 10 uM 20 uM
25 uM

18. Andlisis estadisticos

Los datos de la induccion fueron analizados con el programa R y/o SPSS mediante una prueba de

ANOVA y un analisis de Student-Newman-Kleus.
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RESULTADOS

1. Muestreo y mantenimiento de material bioldgico

Se colectaron medusas adultas con un diametro de campana entre 8 y 30 cm que fueron
mantenidas en un estanque; adicionalmente, en el disco central de algunas medusas se
identificaron agrupaciones de estructuras de color blanco y forma redondeada, y a través de su
observacién bajo el estereoscopio se evidenciaron paquetes de larvas sexuales (Figura 4). Durante
el mantenimiento de los polipos bajo condiciones de laboratorio se observé su reproduccion
asexual, destacandose la produccion y liberacion de gemas, su asentamiento, asi como su

desarrollo a escifistoma (Figura 4).

Eventualmente, por cambios en la temperatura ambiente algunos escifistomas estrobilaron y en
dichos organismos se observé la proliferacion del simbionte y la liberacion de éfiras saludables
(Figura 4).
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Figura 4. Estadios de desarrollo de Cassiopea xamachana en laboratorio. En las medusas colectadas en campo,
se observo en la region del disco central (recuadro blanco punteado) la identificacion de paquetes de larvas sexuales
(circulo blanco). Por otro lado, en laboratorio los diferentes estadios de desarrollo: larvas, p6lipos, estrobilos y éfiras
fueron obtenidos. Se destaco la produccion de larvas planulas (provenientes de un proceso de gemacién). El tiempo a
partir de que la larva se liberd hasta que se desarrollé completamente a un pequefio polipo vario entre 7 y 15 dias.

2. Extraccion de acidos nucleicos

Para la extraccion de ADN gendémico se emplearon diferentes protocolos entre los que destacan
el de Ojimi et al. (2010), Dellacorte (1994), asi como un kit comercial Quick-gDNA Miniprep de
Zymo Research®. En ninguno de los casos se obtuvo un resultado satisfactorio; sin embargo,
encontramos un procedimiento desarrollado por Hroudova et al. 2012 (Figura 5), con el que se

obtuvieron excelentes resultados.
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Ojimi et al., Dellacorte, Kit Hroudova
2010 1994 etal, 2012

Figura 5. Extraccion de ADN gendmico de C . xamachana. Electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 % donde se
visualiza el ADN gendmico extraido mediante los diferentes protocolos. En todos los protocolos se empleé tejido de
la campana de medusa para su estandarizacion.

Para la extraccion de ARN se probaron diferentes protocolos, entre ellos el del uso del reactivo
TRI reagent (Sigma®), el de tiocianato de guanidina publicado por Chomczynski y Sacchi en
1987, asi como el kit Quick-RNA Mini Prep de ZymoResearch®. Considerando que en algun
punto de estos protocolos el ARN se degrada, se empled el protocolo de fenol caliente publicado
por Pawlowski et al. (1994), y el kit RNA/DNA/protein purification de Norgen®. Con estos

altimos se logré un resultado favorable.

Las concentraciones obtenidas en la extraccion de ARN para el analisis de cuantificacion en

punto final se encuentran descritas en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Concentraciones de ARN obtenido para el ensayo de PCR punto final

Muestra Cantidad/peso Concentracion
Larval 290 452.8 ng/ul
Larva 2 15¢ 110 ng/pul
Larva 3 29 344 ng/ul
Pdlipo 1 200 individuos 84 ng/ul
Pdlipo 2 200 individuos 108.7 ng/ul
Pdlipo 3 200 organismos 198.8 ng/ul
Estrobilo 1 200 organismos 140 ng/pul
Estrobilo 2 200 organismos 128 ng/ul
Estrobilo 3 200 organismos 142 ng/ul
Efira 1 300 organismos 143.6 ng/ul
Efira 2 300 organismos 88.9 ng/ul
Efira 3 300 organismos 102 ng/pl
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Tentaculo 1 49 264.4 ng/ul

Tentaculo 2 41¢ 87.6 ng/ul
Tentaculo 3 49 153.2 ng/ul
Campana 1 39 72.9 ng/ul
Campana 2 3349 54.5 ng/ul
Campana 3 30 52.7 ng/ul

3. Extraccion de proteinas

Por otro lado, la preparacion de la muestra bioldgica molida en nitrégeno liquido puede acarrear
contaminacion de ADN proveniente del simbionte, en comparacion con el tejido extraido con el
homogenizador Dounce. En el sobrenadante de éste Ultimo, posterior a la centrifugacion, no se
observaron células del alga ya sea bajo luz blanca o bien por excitacién con luz UV que revelara
la autofluorescencia del simbionte (Figura 6a-b), comparado con la pastilla celular. En ésta, las
células del simbionte estuvieron agrupadas y su estructura no se mostrd fragmentada; mas aun,

fueron muy notorias bajo el filtro para Texas Red (Figura 6¢-d).

Sobrenadante Pastilla

Figura 6. ldentificacion de simbionte en sobrenadante y pastilla de tentaculos homogenizados de C.
xamachana. En el homogenado de la fraccion del sobrenadante no se observd fluorescencia del simbionte bajo el
filtro para Texas Red (b), mientras que las células de la medusa se lograron identificar bajo luz blanca (a). Por otro
lado, en la porcion correspondiente a la pastilla se observaron las células redondas de color pardo-verdosas del
simbionte bajo luz blanca (c) y bajo luz UV con el filtro para Texas Red se distingui6 la autofluorescencia del
simbionte (d). La barra de tamafio equivale a 20 pum.

4. Induccion de la estrobilacion en C. xamachana

Diferentes compuestos quimicos se utilizaron como inductores de la estrobilacion. En el caso de
la tiroxina y retinol no se obtuvo ningun efecto de metamorfosis en los pélipos tratados. La
mayor concentracion de retinol utilizado (5 uM) fue letal para los pélipos. Los inductores con los

cuales se logro la induccion de la metamorfosis fueron: indometacina y 5-metoxi 2-metil indol y

51



9-cis &cido retinoico, a un rango de concentraciones de 0.5 hasta 50 UM con la indometacina
(Figura 7-8), 50 uM con el 5-metoxi 2-metil indol y 1 uM con el 9-cis &cido retinoico,
respectivamente. Dosis de indometacina a partir de 100 puM provocaron la muerte de los pélipos

al dia posterior al tratamiento.

Tratamientos comparativos entre los inductores demostraron que 5-metoxi 2-metil indol fue el
compuesto que indujo el proceso de estrobilacién en menor tiempo, seguido de indometacina y
posteriormente por el 9-cis acido retinoico (Figura 9). Cabe destacar que todos los po6lipos
empleados para los ensayos estaban infectados con Symbiodinium (a pesar de que estos
estuvieran bajo condiciones de obscuridad). Aunque algunos polipos estrobilaron en las muestras
control quizd debido al cambio de temperatura y luz, estos individuos no mostraron una

relevancia estadistica en comparacion con los diferentes tratamientos.
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Concentracion de Indometacina uM

Figura 7. Porcentaje de estrobilacion en diferentes concentraciones de indometacina. Concentraciones de 0.5 a
50 uM fueron probadas en polipos de C. xamachana, donde 0.5 uM produjo efectos en la metamorfosis en el dia 5
post-tratamiento. La concentracion estandar empleada para los experimentos posteriores fue de 50 uM. n= 5
organismos por tratamiento por triplicado. Las barras representan la desviacion estandar.
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a) Agua de mar
Dias 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 8. Induccion de la estrobilacion en C. xamachana. Los p6lipos fueron tratados con indometacina (50 uM),
asi como sus respectivos controles con agua de mar y DMSO (solvente de la indometacina). Cada dia los pélipos
fueron monitoreados mediante fotografia y su evolucién fue evaluada.
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Figura 9. Tratamientos de induccion de la estrobilacion..Los compuestos empleados como inductores de la
estrobilacion y su porcentaje de estrobilacion en dias. EI compuesto 5 metoxi 2-metil indol (5-ME) promovié en
menor tiempo la estrobilacién en C. xamachana. Algunos pélipos en los ensayos control estrobilaron probablemente
debido al cambio en las condiciones mediambientales. 9-cis AR: 9-cis &cido retinoico. n= 5 organismos por
tratamiento por triplicado. Las barras representan la desviacion estandar.

5. Caracterizacion de RACKZ1 en Cassiopea xamachana
5.1. Amplificacion de RACK1 mediante PCR

Una de las caracteristicas de los sistemas eucariontes es la presencia de intrones; por lo tanto,
para evitar amplificaciones inespecificas debidas al alto contenido de ADN no codificante en los
organismos del filo Cnidaria, se decidi0 realizar todas las amplificaciones con ADN
complementario. Sin embargo, si se recurrié al uso de ADN gendmico para la estandarizacion de
las temperaturas de alineamiento de algunos oligonucledtidos. A partir de un alineamiento
multiple se identificaron regiones conservadas para disefiar oligonucleétidos especificos. El
producto inicial con identidad a CxRACK1 se obtuvo con ADN gendémico y los oligonucledtidos

RACK1 (1)F y RACK1 (3)R. La amplificacion con estos oligonucle6tidos se logré a través de un
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gradiente de temperaturas de alineamiento la cual comenz6 a 50°C y se aumenté hasta 58°C. A la
temperatura de 55°C se detectd una banda de aproximadamente 250 pb en base al marcador de
tamafio, posteriormente mediante la secuenciacion del amplicon se determiné el tamafio exacto

de la amplificacion correspondiente a 220 pb (Figura 10, flecha).
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Figura 10. Amplificacién de RACK1 con oligonucledtidos RACK1 (1)F y RACK1 (3)R y ADNg de Cassiopea
xamachana. Electroforesis en gel de agarosa al 1% donde una banda de un tamafio en base al marcador de referencia
entre 250 pb (flecha) fue evidente a una temperatura de alineamiento de 55°C; por otro lado, a 58°C no se distinguié
ningun producto de amplificacién. MTM, marcador de tamafio molecular.

Por otra parte, para la amplificacion de la region 3° de CxRACK1l se emple6 ADN
complementario y los oligonucledtidos RACK1-3"-1F y dTT. En dicha reaccion de amplificacion
se observo una banda de un tamafio aproximado a 750 pb en las diferentes temperaturas probadas
(Figura 11). En la amplificacién mediante PCR en gradiente con los oligonucledtidos RACK1-3"-
2F y el oligonucledtido dTT se detecté un doblete de bandas las cuales se analizaron en un gel
preparativo con el objetivo de lograr una completa separacion de los amplicones. Las dos bandas
de amplificacion fueron denominadas como: “superior” ¢ “inferior” identificadas mediante flecha
en la Figura 12. Ambas amplificaciones fueron especificas, ya que de manera independiente al
aumento en la temperatura de alineamiento, se continud observando el mismo patron de
amplificacion. Sin embargo, los resultados de la secuenciacion de la clona correspondiente al
amplicdn “superior”, presentaron irregularidades con altos porcentajes de ambiguedad (N, R, M,
W) y en consecuencia fue complicado determinar la identidad de la secuencia. En el caso del
analisis de la secuencia “inferior”, ésta mostré un tamafio de amplificacion de 610 pb y una alta
identidad hacia proteinas RACK1 de otros organismos; estos datos fueron resultado de un

analisis de la secuencia contra las disponibles en la base de datos del NBCI (Cuadro 9).
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Figura 11. Amplificaciéon de la region 3" de CxRACKL. Analisis en gel de agarosa al 0.8%, que muestra el
producto de PCR obtenido con la mezcla de oligonucle6tidos RACK1-3"-1F y dT. Se observo que la temperatura de
55°C fue la ideal para este conjunto de oligonucledtidos. MTM, marcador de tamafio molecular.

MTM 51.6°C 53.6°C 55.8°C 58°C 59°C  60.9°C  62.6°C 64.1°C  65°C
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Figura 12 Amplificacién de CxRACK1 con oligonucleétidos RACK1-3"-2F y dT. Electroforesis en gel de agarosa
de productos de PCR a diferentes temperaturas de alineamiento (51.6°C - 65°C) con el juego de oligonucle6tidos
RACK1-3"-2F y dT. Se observé un doblete de bandas denominadas “superior” (flecha superior) e “inferior” (flecha
inferior) bajo todas las temperaturas de alineamiento ensayadas. MTM, marcador de tamafio molecular.
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La amplificacion con los oligonucledtidos ATG-CX y STOP-CX se obtuvo mediante una PCR en

gradiente, donde la temperatura de alineamiento menor correspondio a 50°C y la mayor a 61.6°C.

En la Figura 13 se muestra la amplificacion de una banda Unica de aproximadamente 1000 pb, la

cual correspondio al tamafio esperado. Cada una de las amplificaciones generadas con los
diferentes juegos de oligonucleétidos disefiados para CXRACK1 se analizaron mediante BlastN y

las identidades obtenidas se encuentran resumidas en el Cuadro 9. Dichas secuencias mostraron

identidad principalmente contra organismos del filo Cnidaria y hacia la proteina de unién a
nucle6tidos de guanina (proteina G), similar al polipéptido beta 2 (GNB2L1), que es el nombre

del gen que codifica a la proteina RACK1 en las bases de datos del NCBI.

MTM 50°C 50.7°C 51.3°C 529°C 54.7°C 56.4°C 58.7°C 60.1°C 61.3°C 61.6°C
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Figura 13. Amplificacion de CxRACK1 con los oligonucledtidos ATG-CX y STOP-CX. Electroforesis en gel de
agarosa al 1% en la cual se muestra una banda Unica de amplificacién de un tamafio aproximado a 1000 pb, el
tamario es similar al de las secuencias completas correspondientes que codifican a RACK1 en otros organismos.

MTM, marcador de tamafio molecular.

Cuadro 10. Identidad de secuencias amplificadas con oligonucleétidos disefiados para RACK1

Descripcion % ldentidad
Hydra vulgaris (GNB2L1) 74%
Exaiptasia pallida (GNB2L1) 74%
Orbicella faveolata: Receptor de la Cinasa C Activada 74%
Latimeria chalumnae (GNB2L1) 73%
Callorhinchus milii (GNB2L1) 73%
Rhincodon typus: Receptor de la cinasa C activada 73%

Numero de acceso
NM_001287799.1
XM_021038214.1
XM_020755098.1
XM_005989331.2
XM _007901366.1
XM_020525730.1
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5.2. Amplificaciones para analisis de PCR punto final

La estandarizacion de las condiciones de PCR para el anélisis de la expresion de CxFEla,
CxRACK1 y CxPKC, se considerd que todos los oligonucledtidos funcionen bajo las mismas
condiciones y ademas, que estos oligonucledtidos no generen algin producto teniendo como
templado cADN proveniente de Symbiodinium. Las amplificaciones de los 3 genes de interés
arriba mencionados mostraron un tamario de 300 pb y una alta especificidad hacia el hospedero
(flecha). Ninguno de los juegos de oligonucledtidos evaluados amplifico alguna banda
empleando como templado el cADN del simbionte (Figura 14a).

La integridad del cADN del simbionte se verificé a través de una PCR con oligonucledtidos
especificos para el gen que codifica a Ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa forma Il
(Rubisco 1), los cuales amplificaron un producto esperado de 466 pb (Figura 14b, Rub) de
acuerdo a lo reportado por Suescun-Bolivar et al. (2012). De la misma manera, la integridad del
cADN de la medusa se verifico con un PCR para amplificar una secuencia que codifica a
citocromo oxidasa | (COI) (Figura 14b).

RACK1 PKC FEla
a) MIMCx S - Cx S - Cx S - b) COl - Rub - MTM
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Figura 14. Amplificaciones de los genes que codifican a CxPKC, CXRACK1 y CxFEla para PCR punto final.
.Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de amplificacién obtenidos con los oligonucleétidos
disefiados para el ensayo de PCR punto final. En (a) Se evaluaron los 3 genes de interés CxPKC, CxRACK1 y
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CxFEla bajo las mismas condiciones de PCR. Los oligonucledtidos mostraron una alta especificidad con el cADN
de Cassiopea xamachana (Cx) y una nula amplificacion con el cADN de Symbiodinium microadriatricum (S), asi
como en los controles negativos sin ADN templado (-). En (b) se muestra la comprobacién de la satisfactoria sintesis
a cADN en C. xamachana a través del marcador molecular Citocromo oxidasa | (COIl) y en el caso de Symbiodinium
se utilizo el gen Rubisco Il (Rub). MTM, marcador de tamafio molecular.

6. Analisis de secuencias
6.1. RACK1 en C. xamachana

La secuencia codificante de la proteina RACK1 en C. xamachana consta de 954 pb a partir del
coddn de inicio (ATG) hasta el codon de término (TAA). A nivel aminoécido, la secuencia
muestra los 7 dominios WD40. Los dominios se encuentran ordenados de la siguiente forma:
WD1 (T6-G53), WD2 (T54-V96), WD3 (T97-C138), WD4 (K139-K183), WD5 (L184-D223),
WD6 (G224-P271) y WD7 (E272-Q311) con base en el predictor de proteinas WD40. En la
Figura 15 se muestran cada uno de los dominios WD delimitados con un color distinto; también
en la secuencia se identifican los sitios de union a PKC (lineas negras); las huellas GH (lineas
purpura), el sitio de union al ribosoma (linea rosada), los sitios de fosforilacion por Src (estrella),

y el sitio clave de asociacion con la PP2A y la integrina 1 (linea amarilla).
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Figura 15. Secuencia nucleétidica-aminoéacidica de CxRACK1. La secuencia de CxRACK1 contiene los siete
dominios WD caracteristicos de la familia de proteinas WD40. Cada uno de los dominios se ha resaltado mediante
un color diferente. La secuencia muestra los sitios de unién a PKC los cuales se han delimitado mediante lineas
obscuras; ademas, se observa la secuencia de unidn la ribosoma (delimitada mediante una linea rosada) y el sitio de
interaccion de las integrinas y PP2A (linea amarilla); también se destaca la conservacion de los residuos de
fosforilacién por Src (estrella).

7. Estructura tridimensional de CxRACK1

La estructura terciaria de la proteina CXRACK1 mostr6 una conformacion de -propela, ademas
que se observan las cuatro laminas beta antiparelas en cada uno de los siete dominios WD (Figura
16).

Figura 16. Estructura tridimensional de la proteina CxRACKZ1. Se muestran dos orientaciones distintas de la
proteina ensefiando la tipica morfologia de B-propela con sus laminas B (a); y (b), vista lateral de la proteina
CxRACKU1. Estructura obtenida con el programa I-TASSER (Zhang, 2008).
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8. Identidad de la secuencia de RACKZ1 de C. xamachana con otros organismos

El anélisis de identidad de la secuencia de RACK1 en C. xamachana a nivel aminoacido con
otros organismos, mostr6 la mayor identidad con: Saccoglossus kowalevskii, 82%
(XP_002735015.1); Hydra vulgaris 82% (NP_001274728.1); y Xenopus tropicalis 81%
(NP_001004946.1). En la figura 17 se muestra un alineamiento mdultiple con secuencias de
diferentes grupos de organismos; entre ellos: cnidarios, plantas, mamiferos, insectos,
invertebrados, apicomplexas y hongos. Se destaca el nivel de conservacion de la proteina entre
los organismos en sitios clave como lo son: la unién al ribosoma (R38DK40), linea azul; a PKC
(D239-F246) y (S260-D265), lineas naranjas; y a PP2A e integrinas (F305-Y308), linea verde.
También se resaltan los sitios de fosforilacion por Src (estrella) (Y233, Y251), asi como los siete
dominios WD que se han delimitado en base al articulo de Adams et al. (2011) (lineas en

distintos colores en la parte superior del alineamiento).
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Hydra vilgaris

Letimeria chalumnae
Ostrea eculis
Paramisgurnus dabryvainns
Microtus ochrogaster
Xenopus laevis
Nemaiostella vectensis
Toxoptasma gondii
Blatella germanica

Svmbiodinivm microadriaticum

Daiio rerio

Homo sapiens
Drosophtla melanogaster
Aiprasia pallida

Fungia scutaria

Aurelia aurira
Momastrea cavernosa
Platigyra daedalea
Psendodiploria stringosa
Seriatopota hisirvy
Acropora digitifera
Cassiopea xamachana

Hydra vulgaris

Latimeria chalimnae
Ostrea edulis
Paramisgurius dabryanus
Microtus ochrogaster
Xenopus laevis
Nematostella veciensis
Toxoplasma gonchi
Blattella germanica

Svmbiodinium microadviaticum

Danio rerio

Homa sapiens
Drosophita melanogaster
Aiprtasia pallidea

Fungia scuiaria

Aurelia anrita
Meomastrea cavernosa
Platigyra dacdalea
Pseudodiploria stringosa
Sertatopota histryx
Acropora digitifera
Cassiopea xamachana

Hydra vilgaris

Latimeria chalumiae
Ostrea edulis
Paramisguris dabirvanus
Microtus ochrogaster
Xenopus laevis
Nematostetla vecternsis
Foxoplasma gondii
Blanella germanica

Symbiodinium microadriaticum

Danito verio

Homo saprens
Dwosophila melanogasier
Aiprasia pallida

Fungia scutaria

Aurelia aurita
Mowastrea cavernosa
Platigyra daedalea
Pseudodiploria stringosa
Seriatopota histrvx
Acropora digitifera
Cassiopea xamachana
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Figura 17. Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos de la proteina CxRACKZ1. El alineamiento
muestra los siete dominios WD con lineas segmentadas, asi como las secuencias conservadas de RACK1 (sefialadas
mediante lineas continuas).
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9. Andlisis filogenético de RACK1

En el arbol filogenético de la proteina RACK1 se muestra un subgrupo externo a las plantas
Oryza sativa y Glycine max, enmarcadas en un circulo verde. En general, se observo la evolucion
de RACK1 como parafilética, en la cual se encuentran los hongos (Bifiguratus adelaidae y
Armillaria gallica en triangulo gris), asi como los organismos protistas como Toxoplasma gondii
y Symbiodinium microadriaticum (rombo amarillo), y los insectos Blattella germanica y

Drosophila melanogaster como subgrupos.

Especificamente, en el filo Cnidaria, dentro de los organismos de la clase Antozoa se observa un
grupo monofilético en los corales pertenecientes al orden Escleractinia y una separacién
parafilética con el orden Actinaria como Nematostella vectensis y Aiptasia pallida (circulos café).
Las medusas A. aurita y C. xamachana (circulo rojo), quienes pertenecen a la clase Escifozoa, se

muestran como un grupo hermano de los Hidrozoo (Hydra vulgaris; circulo rosa).

En el analisis se incluyo la secuencia de RACK1 de Symbiodinium como control para identificar
si la secuencia amplificada podia provenir del simbionte. En efecto, en el arbol filogenético fue
evidente que la secuencia de Cassiopea spp, se ubicé dentro de los organismos cnidarios,
mientras que el dinoflagellado Symbiodinium estuvo mas relacionado con el parasito Toxoplasma
gondii (rombo amarillo), ambos organismos pertenecientes al grupo SAR (Stramenopiles,

Alveolados y Rhizaria) (Figura 18).
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Figura 18. Filogenia de RACK1. Andlisis filogenético de la proteina RACK1; la secuencia de Cassiopea se agrupd
junto al grupo de los cnidarios (circulo rojo); y por otro lado, Symbiodinium microadriaticum que es el simbionte de
Cassiopea xamachana, se separ0 y se ubico dentro del grupo SAR junto con Toxoplasma gondii (rombo amarillo).

10. Hibridacidn in situ con una sonda para detectar la expresion del transcrito de CxRACK1
10.1. Deteccion del transcrito de CXRACK1 en C. xamachana

La técnica de hibridacion in situ permite identificar con una alta sensibilidad la expresion de un

transcrito en un tejido y organismo a través del marcaje de una sonda, la cual es complementaria
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al ARN mensajero (Wilcox, 1993). La deteccion del transcrito de CxRACK1, se llevé a cabo
mediante un analisis colorimétrico basado en anticuerpos conjugados a una enzima que detectan
una molécula conjugada a la sonda (usualmente digoxigenina), donde una tincion pdrpura en el
tejido derivada de la conversion de un sustrato por la enzima conjugada al anticuerpo, y que
sefiala el sitio de localizacion del transcrito. Uno de los controles més utilizados en la técnica de
hibridacién in situ es la sintesis de la sonda sentido la cual es una copia del ARN mensajero.
Durante el ensayo, la sonda sentido que no tiene una secuencia complementaria para hibridar, es
eliminada del tejido a través de los multiples lavados durante el ensayo y por lo tanto, no genera
ninguna coloracion. En este ensayo, la expresion de CxRACK1 y CxPKC se evalu6 en los

estadios de larva planula, polipo, estrobilo y éfira.

Diferentes experimentos de manera independiente mostraron que las pruebas donde se utilizaron
las sondas de CxRACK1 tanto sentido (control negativo) como antisentido (complementaria al
ARNM), mostraron una sefial de deteccion del transcrito. Este resultado inicialmente nos plante
la idea de una probable contaminacion de la sonda sentido (negativa) con la sonda antisentido.
Para resolver este posible problema, ambas sondas fueron sintetizadas nuevamente tomando las
precauciones necesarias tanto en el manejo de reactivos como en el pipeteo, con el objetivo de
evitar cualquier contaminacion cruzada. Una vez hecho esto, el experimento fue repetido con las

sondas sintetizadas de novo.

Sorprendentemente, a pesar del uso de las sondas resintetizadas se obtuvo un resultado igual al
generado anteriormente en los estadios de polipos, estrébilo y éfira. En las planulas, la sonda
antisentido mostrd un patron de expresion en el area central que delimita el tejido del endodermo
y ectodermo (sefialado mediante una flecha); pero no se observd ninguna sefial en la region
aboral. Por otro lado, con la sonda sentido fue detectada una sefial tenue en la parte del polo basal

de la planula (Figura 19).
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100pm

Figura 19. Expresion de CxRACK1 en larvas planulas. En experimentos independientes, el transcrito de
CxRACKUI se detecto consistentemente entre las capas ectodérmica y endodérmica con la sonda antisentido (flecha)
(a). Por otro lado, con la sonda sentido, CXRACK?1 se detectd en la zona aboral de la larva planula como un anillo en
la region del polo basal (flecha) (b). La barra de tamafio equivale a 100 pum.

En el estadio de polipo se detectd al transcrito en la zona a partir del calix y los tenticulos
(sefialado a través de una flecha), asi como en menor grado, en el area del pedunculo (Figura
20b); en el caso de la sonda sentido, ésta detect6 al transcrito en la region de la boca y los
tentaculos, pero no hubo sefial en la region del calix. La flecha en la Figura 20b sefiala los

tentaculos y el &rea del hipostoma.

600pum

Figura 20. Expresion de CxRACK1 en polipos de Cassiopea xamachana. Mediante hibridacién in situ con la
sonda de CxRACK1 antisentido se logré detectar al transcrito de CxRACK1 principalmente en las areas de tentaculos
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y célix (flecha); por otro lado, en el pedinculo se observé poca sefial de deteccion de la sonda (a). La sonda sentido
hibrida principalmente en el area de los tentaculos y la boca (flecha) (b). La barra de tamafio equivale a 600 pm.

En los estrobilos fue notable la deteccion del transcrito con la sonda CxRACK1 antisentido en los
brazos orales los cuales se encuentran en proceso de formacidn, y en los bordes que delimitan la
campana (Figura 21a); este patron de expresion fue similar al resultado del ensayo realizado con
la sonda sentido (Figura 21b). Las flechas en la Figura 21 sefialan los brazos orales de los

estrobilos donde la sefal fue detectada.

Figura 21. Identificacion de transcrito de CXRACKL en estrdbilos de Cassiopea xamachana. El transcrito
detectado con la sonda de CXRACK1 antisentido se localiz6 en la region que da lugar a los brazos orales (flechas) asi
como en el borde de la campana (a), la sefial de la distribucién de la sonda sentido es idéntica a la obtenida con la
sonda antisentido (b). La barra de tamafio equivale a 600 pm.

En las medusas juveniles (éfiras), el transcrito se detectd principalmente en los brazos orales con
la sonda antisentido de CxRACK1 (Figura 22a). Por otro lado, en la hibridacién con la sonda
sentido se distinguié una sefial en los brazos orales y la campana (Figura 22b). Las flechas en las
imagenes de la Figura 22 sefialan los brazos orales de la éfiras. Cabe destacar que con un
acercamiento en el area de la campafa en las éfiras, se distinguieron puntos purpura en los

ensayos con ambas sondas.
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Figura 22. Vista subumbrelar de éfiras de Cassiopea xamachana con la sonda CxRACK1. En ambos
tratamientos de hibridacion in situ con las sondas sentido (a) y antisentido (b), se detecto el transcrito principalmente
en el area de los brazos orales (flecha), asi como en el area de la campana. La barra de tamafio equivale a 600 pm.

11. Identificacion de la expresion del transcrito antisentido de CxRACK1

Los resultados obtenidos mediante la hibridacion in situ nos plantearon la pregunta de si el
transcrito de CxRACK1 podria expresarse en ambos sentidos. El primero podria cubrir el papel de
ARN mensajero, y el segundo como un transcrito natural antisentido (NATS). Para profundizar
en esta idea, se disefid una estrategia para amplificar la hebra complementaria de CxRACK1.
Inicialmente, se realizo6 la extraccién de ARN total y se llevd a cabo la sintesis de CADN con un
oligonucle6tido sentido especifico. En la Figura 23 se muestra un esquema de una amplificacion
hipotética de la hebra antisentido y los resultados que se esperarian mediante el empleo del

oligonuclettido RACK1 3°2F para dicha amplificacion.

Por un lado, en el ARN mensajero (hebra sentido) la secuencia del oligonucleétido RACK1 3"2F
(secuencia purpura) no tiene una cadena complementaria para hibridar y en consecuencia, la

enzima reversa transcriptasa (RT) no sintetiza ningun producto (Figura 23a). Por otro lado,
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cuando existe la expresién de un transcrito antisentido, el empleo del oligonucle6tido sentido es
de gran ayuda para su identificacion de forma especifica. Este oligonucledtido tiene la
oportunidad de hibridar con la hebra complementaria y de esta forma la enzima reversa

transcriptasa (RT) puede sintetizar de manera especifica el transcrito antisentido (Figura 23b).
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El oligonucleétido hibrida en la hebra y se lleva a cabo la sintesis a cADN

Figura 23. Estrategia de identificacion del transcrito antisenstido de CxRACK1. La sintesis del ADN
complementario se realizo con el oligonucle6tido sentido RACK1 3'2F para iniciar la sintesis a CADN. En la cadena
sentido no se lleva a cabo la elongacion con el empleo del oligonucle6tido sentido (a), ya que la secuencia es idéntica
a la de la cadena; y por otro lado, este oligonucleotido sentido sdlo puede hibridar con la hebra complementaria y de
ahi se obtiene el transcrito antisentido (b). RT, transcriptasa reversa; A, adenina; T, timina; G, guanina, C, citosina.
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11.1 Amplificacion del transcrito antisentido de CxRACK1

Una vez obtenido el cADN de la cadena antisentido se llevo a cabo una amplificacién mediante
PCR con los oligonucledtidos RACK1 32F y ASRack1-184R. Este juego de oligonucle6tidos
puede amplificar en el ADN como molde; por lo tanto, para verificar que el ARN empleado para
la sintesis de cCADN no contenia residuos de ADN gendmico después del tratamiento con DNAsa
I, una alicuota del ARN se usé como molde en la reaccién control de PCR (ARN). La reaccién de
PCR mostré una amplificacion con el cADN antisentido. La construccion Clon-CxRACK1 se
utiliz6 como templado para control positivo (+) y para el control negativo de la reaccion solo se
adicioné agua miliQ sin templado de ADN (-) (Figura 24). La secuencia de los productos
amplificados fue analizada por BlastN y mostro identidad con RACK1 de otros organismos
(Cuadro 10).

MTM AS ARN + -
b cADN

P

3000
2500
2000
1500

1000

750

500

250

Figura 24. Amplificacion de la secuencia de CxRACKL1 antisentido. Productos de PCR analizados en un gel de
agarosa al 1%. Se usaron los oligonucleétidos RACK1 3'2F y ASRack1-184R ya sea con cADN antisentido (AS
cADN), ARN, la construccion Clon-CxRACK1 (+), o agua miliQ (-) como templados para dicha amplificacién. Una
banda menor a 750 pb es evidente en las muestras correspondientes al cCADN antisentido y el control positivo. MTM,
marcador de tamafio molecular.
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Cuadro 11. Identidad de la secuencia de de CxRACK1 antisentido con otros organismos

Descripcion Identidad No. de acceso
Euprymna scolopes (GNB2L1) 78% AF124742.1
Acromegalomma interruptum (aislado G beta M 78% MF145125.1
Contigl5 ORF1)

Ostrea edulis (RACK1) 7% JN184767.1
Scyliorhinus canicula (GNB2L1) 7% AY130395.1
Latimeria chalumnae (GNB2L1) 77% XM_005989331.2

12. Western blot con anticuerpos anti-RACK1 humano

Los analisis mediante western blot con el uso de los anticuerpos que reconocen a RACK1 en
humano, ya sea policlonales o monoclonales, detectaron una banda de un tamario aproximado a
36 kDa, ademéas de una banda de aproximadamente 70 kDa correspondientes al dimero de
CxRACK1 sefialada mediante una flecha en la Figura 25a. Como control positivo de la reaccion
se utilizaron extractos proteicos de higado de raton (H), asi como extractos de proteina de
tentdculo de medusa (Cx) (Figura 25a-b). Mediante un analisis tipo BlastP, el epitope que
inmunodetectan los anticuerpos tiene una identidad de 80% respecto a la secuencia

correspondiente en Cassiopea xamachana.

a) b)
Cx H_MFPM MPM Cx
kDa ' ’
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Figura 25. Western blot con anticuerpos anti-RACK1 de humano policlonal y monoclonal. En (a) se muestra la
inmunodeteccién con el anticuerpo policlonal que reconocié una banda correspondiente a 70 kDa correspondiente al
dimero de CxRACK1 (flecha) y la banda esperada de 35 kDa en el extracto total de medusa (Cx), asi como la de 35
kDa en el control positivo de los lisados de higado de ratén (H). Con el anticuerpo monoclonal (b) se detecté una
sefial de un peso aproximado a 35 kDa. MPM, marcador de peso molecular.
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13. Inmunolocalizacion de CxRACK1

El objetivo de llevar a cabo una inmunolocalizacion fue para poder comparar la localizacion del
transcrito (ver hibridacion in situ) con la de la proteina. Tanto en el estadio de larva sexual como
en el de planula (larva asexual), la proteina CXRACKL se identificd en gran parte del tejido. Sin
embargo, la proteina se localiz6 de manera mas pronunciada en el limite entre los tejidos
endodérmico y ectodérmico, sefialado con una flecha. Por otro lado, en el estadio de polipo la
localizacion de CxRACK1 se distribuyd en el area correspondiente a los tentaculos (flecha), asi
como en los bordes del caliz y en el tallo. En los estrébilos se observé que el anticuerpo se unio a
epitopes en los limites de los tentaculos (flecha) en metamorfosis y en los margenes de la
estructura que dard lugar a la campana. Acorde con el resultado obtenido con el estadio de
estrébilo, en la éfira se detect6 el mismo patron de localizacion en las papilas de los brazos orales

(flecha) y en los bordes de la campana completamente formada (Figura 26).

600pm 600pum 600pum

Figura 26. Inmunolocalizacion de CXxRACKU1 en distintas etapas fisiologicas de Cassiopea xamachana. La
proteina CxRACK1 se detectd en todos los estadios de desarrollo. En larvas CxRACKU1 se distribuye entre las capas
del ectodermo y endodermo (flecha). En los p6lipos, estrébilos y éfiras, ésta se detect6 principalmente en los
tentaculos desarrollados como es el caso de los pdlipo (flecha) o bien, en los brazos orales en proceso de desarrollo
y/o diferenciacion (flecha) en los estrébilos y las éfiras. La barra de tamafio en larvas equivale a 100 um; en pélipos,
estrdbilos y éfiras la barra equivale a 600 pm.

14. Expresién heteroléga de CxRACK1

Inicialmente, se obtuvo la clonacion del marco de lectura abierto de CxRACKL en el vector
pGEM T-Easy; este plasmido cuenta con residuos de timina en sus extremos 3" y esta ventaja
permite la insercién del producto de PCR mediante la complementariedad hacia los residuos de
adenina que incorpora la Taq ADN polimerasa. La quimera obtenida se denomind Clon-
CxRACK1 (Figura 27a).
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A partir de la construccion Clon-CxRACKL, el inserto se liber6 mediante digestion enzimatica y
posteriormente se ligd al vector de expresion PCR T7-NT, dando como resultado el vector de
expresion EXP-CxRACK1 (Figura 27Db).

EcoRI

M13 Reverse

Banl

Promotor T7
RBS

EXP-CxRACK1 Hg. oK
3829bp BamHI

Clon-CxRACKI1

Banl 3968 bp

Banl

Beta bactamasa

Banl

Figura 27. Construcciones de clonacion y expresion de CxRACKZ1. a) Vector Clon-CxRACKY, con el cual se
propagd el inserto correspondiente CxRACKZ1; y b) Construccion de expresion EXP-CXxRACKL, la cual estéa bajo el
control del promotor T7 y la secuencia de seis histidinas consecutivas, para facilitar el reconocimiento y/o
purificacion de la proteina de interés mediante cromatografia de afinidad.

14.1. Identificacion y purificacion de CxRACK1

Inicialmente, los extractos de E. coli transformados con el vector EXP-CXRACK1 fueron
visualizados en geles de SDS-PAGE tefiidos con azul de coomasie. Como control negativo se

utilizaron extractos de bacterias transformadas con el vector PCR-T7 NT autoligado.

Con el objetivo de contrastar el perfil de proteinas de las células transformadas con el vector
EXP-CXRACK1 y el vector PCR-T7 NT, asi como para determinar la h de mayor induccion de la
expresion heterdloga, una alicuota de los cultivos con el inductor quimico de la expresion y otra
de los cultivos sin éste, se tomaron cada h. En el cultivo de las células transformadas con el
vector EXP-CXRACK1 se distinguié una banda de mayor abundancia entre los pesos de 35 a 40
kDa a partir de la h 1 y hasta la 5 con el inductor (Figura 28a, IPTG). Sin embargo, se observo
que la proteina heteréloga se expresé aun sin el inductor (Figura 28a, SIN IPTG), aunque fue

evidente que éste potencid la expresion y acortd significativamente su inicio. En los cultivos
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transformados con el control negativo (vector vacio), no se detectdé ninguna proteina
sobreexpresada en la region del gel correspondiente a los tamafios esperados, ya sea con 0 sin

inductor (Figura 28b).
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Figura 28. Cinética de la expresion de la proteina heteréloga CxRACK1 en células Rosetta. Gel de SDS-PAGE
con lisados de células Rosetta con la construccion EXP-CXRACK1 (a) y el vector PCRT7-NT vacio (b). Se detectd
la expresion de una proteina a partir de la h 1 en los cultivos de las células transformadas con el vector EXP-
CxRACKU1 inducidos con IPTG, que migro entre los tamafios de 35 a 40 kDa. En extractos transformados con el
vector vacio no se identificd ninglin producto expresado en el area de migracion del tamafio esperado. MPM,
marcador de peso molecular.

Las células BL21(DE3) pLysS y Rosetta sobre-expresaron a CxRACK1; sin embargo, sélo la
proteina expresada en las células Rosetta mostré union a la columna de afinidad cargada con
cobalto o niquel en condiciones desnaturalizantes. Por otro lado, bajo condiciones nativas no se
detectd union a la columna de afinidad; este resultado sugiere que la proteina CXRACK1 se
expresa en forma de cuerpos de inclusion en E. coli. Durante el ensayo de purificacion de la
proteina heter6loga CxRACK1 por afinidad, fue evidente que la proteina expresada en las células
BL21(DE3) pLysS no se uni6 a la columna de iones metéalicos (Co, Ni), ya que en la alicuota
tomada despueés de ser incubada con la matriz no se observo una disminucion en la abundancia de
la proteina expresada. La falta de unién de CxRACKL1 a la resina se comprobé en la muestra
correspondiente a las perlas hervidas donde s6lo de distinguié una banda ligera (Figura 29a,
Perlas). Por otro lado, cuando se analizd la expresion en las células Rosetta, se observd mediante
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tincion con coomasie a una banda abundante en la fraccion correspondiente a las perlas hervidas,

correspondiente al peso molecular de CxRACKI1 (Figura 29b, flecha en carril “Perlas™).

a) b)
MPM  Lisado Lisado  Lavado Perlas MPM Lisado Lisado Lavado Perlas
después

kDa Antes  Después

15

Células BL21(DE3)pLysS Células Rosetta

Figura 29. Purificacion de CxRACK1 heter6loga por cromatografia de afinidad. (a) En el andlisis de la
expresion de CXRACK1 en células de E. coli BL21(DE3) pLysS, la proteina heteroléga no se unié a la columna; por
otro lado, en las perlas de la resina provenientes del analisis de la expresion en células Rosetta la proteina heter6loga
si se uni6 a la resina (flecha) (b). MPM, marcador de peso molecular.

La verificacion de la identidad de la proteina CXRACKL expresada, se determiné mediante
andlisis de western blot con el uso de los anticuerpos mencionados en el Cuadro 7. Los
anticuerpos con mayor inmunodeteccion y menor unién inespecifica fueron: el anticuerpo anti-
HIS, RACK1 monoclonal y/o policlonal (en el caso de este ultimo anticuerpo, se observo una
banda de aproximadamente 70 kDa la cual correspondié al dimero de la proteina como se detect6
previamente; ver Figura 24). Es importante recalcar que todos los anticuerpos empleados

detectaron a la proteina CxRACK1 (flechas en la Figura 30).
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Figura 30. Identificacion por western blot de CxRACK1 recombinante con diferentes anticuerpos. Los
distintos anticuerpos ensayados fueron: anti-HIS, anti-histidina; RACKZ1-monoclonal, anti-RACK1 de humano
monoclonal; RACK1-policlonal, anti-RACK1 de humano policlonal; 18 y 19, sueros anti-péptido conservado en
RACK1 de dos conejos distintos. Los analisis por western blot detectaron a la proteina recombinante (flechas), con
lo cual se comprobo la identidad correcta de la proteina expresada en E. coli.
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14.2. Secuenciacion de la proteina CXRACK1 recombinante

La banda purificada mediante cromatografia de afinidad en columnas de niquel correspondiente a
CxXxRACK1 recombinante (Figura 28b), fue cortada y enviada para su analisis mediante
espectrometria de masas. Se identificaron 24 péptidos con una cobertura de 75.39 % (Cuadro
11); en conjunto, la muestra arrojé identidad con la Proteina Cinasa C Activada (RACK1).
Algunos péptidos detectados mostraron aminoacidos correspondientes a los sitios de unién a

PKC (Cuadro 12, letras resaltadas en amarillo).
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Cuadro 12. Péptidos obtenidos de la proteina CXRACKL1 expresada.

Numero de péptido Secuencia
1.- GHNHFVSDVVSSDGQFALSGSWDK
2.- GTLKGHTGWVTQIATSPQTPDQILSSR
3.- GHNHFVSDVVMSSDGQFALSGSWDK
4.- GHTGWVTQIATSPQTPDQILSSR
5.- TNHFGHNGYLNTVTVSPDGSLcASGGK
6.- DKTLILWELTRDDNSYGTPK
1.- SIVDEVKPELISMSTSK
8.- YTITEDSHTEWVSAVR
9.- HLYTLDGGDIIEALFSPNR
10.- SIVDEVKPELISSTSK
11.- DVLSVAFSADNR
12.- YWLCAATGPIIK
13.- DKTLILWELTR
14.- LWDLNAGVTTR
15.- TLILWELTR
16.- LWNTLGVCK
17.- DDNSYGTPK
18.- DGLAMLWDLNDGK
19.- IWDLESK
20.- TLILWELTRDDNSYGTPK
21.- QIVSGSR
22.- VWQVTR
23.- LWDLNAGVTTRR
24.- RFVGHTK

Las letras en amarillo indican los sitios de union a PKC
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15. Caracterizacion de PKC en Cassiopea xamachana
15.1. Amplificaciones para obtener secuencias de PKC de C. xamachana

Se disefi6 un juego de varios pares de oligonucleotidos dirigidos hacia PKC; sin embargo,
solamente con 3 de estos se logré amplificar la secuencia esperada. Con algunos oligonucle6tidos
no se obtuvo ninguna amplificacion mediante PCR, a pesar de variar diferentes pardmetros como:
los acidos nucleicos molde (ADN, cADN), las concentraciones de Mg®* (1.5 mM hasta 4 mM),
las temperaturas de alineamiento, y la adicion de potenciadores como DMSO 5% (Frackman et
al., 1998). Por otro lado, con otros oligonucledtidos se obtuvieron amplificaciones, pero las
secuencias no correspondieron a PKC ni a otras secuencias de C. xamachana, ya que mostraron

identidad con bacterias endosimbidticas tales como: Candidatus portiera y Arsenophonus.

La amplificacion que si correspondié a PKC se obtuvo con los oligonucle6tidos PKC-684-Fwd y
PKC-1114-Rev, que generaron un producto de 360 pb (Figura 31). Mediante la utilizacion de los
oligonuclettidos ATG-PKC y PKC-1114-Rev, se observo una banda Unica de aproximadamente
750 pb. Esta amplificacién correspondi6 a los dominios C1 y C2 de PKC (Figura 32 flecha). La
secuencias amplificadas mostraron una identidad con la PKC (Cuadro 12). Mas aun, la mayor
identidad correspondié a organismos pertenecientes al filo Cnidaria, lo cual muestra que la
amplificacion efectivamente generd un producto proveniente de C. xamachana y no de otras

especies como en amplificaciones previas.

La secuencia amplificada fue clonada en el vector pGEM-T Easy, la cual generé la construccion
clon-Cx-PKC-C2, el vector pGEM-T Easy contiene los sitios de reconocimiento para las
polimerasas T7 y SP6 en los extremos del sitio multiple de clonacion; por tal razon, dicha
construccion se utilizé para la sintesis de las sondas empleadas en el ensayo de hibridacion in
situ. (Figura 33)
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Figura 31. Amplificacién de la secuencia de PKC (360 pb) de Cassiopea xamachana. Electroforesis en gel de
agarosa al 1% con el producto de PCR obtenido con los oligonucleétidos PKC-684-Fwd y PKC-1114-Rev, que
mostré que a las temperaturas de 50°C y 52°C se generd una banda después de la amplificacién. MTM, marcador de
tamafio molecular.
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Figura 32. Amplificacion de CxPKC. Gel de agarosa al 1% con el producto de PCR amplificado con los
oligonucledtidos ATG-PKC y PKC-1114-Rev donde se obtuvo un amplicon de aproximadamente 750 pb. En el
control negativo (sin ADN molde) no se detect6 ninguna amplificacién. MTM, marcador de tamafio molecular.
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Cuadro 13. Secuencias amplificadas que mostraron identidad con PKC

Descripcion % ldentidad  NUmero de acceso
Hydra vulgaris proteina cinasa C tipo beta 74% NM_001309681.1
Lytechinus pictus proteina cinasa C 74% U02967.1
Hydra vulgaris proteina cinasa C 1b 72% Y12857.1
Priapulus caudatus proteina cinasa C tipo alfa 73% XM_014816143.1
Acyrthosiphon pisum proteina cinasa C 72% XM_008183973.2

Clon-CxPKC-C2

3801 pb

Figura 33. Construccion de clona de CxPKC. El inserto de los dominios C1-C2 CxPKC esta flanqueado por los
sitios de reconocimiento de las ARN polimerasas T7 y SP6, lo cual facilit6 la sintesis de las sondas.

15.2. Secuencia parcial de PKC en C. xamachana

La secuencia parcial obtenida de CxPKC constd de 777 pb y abarco el dominio C1 en tandem
remarcado en amarillo, y el dominio C2 sefialado en verde. Dentro de este dominio se identifico
el sitio de unién a RACK1 (MDPTGLSDPYVKY), segun lo reportado por Steebins y Mochly-
Rosen (2011)(Figura 34, subrayado en negro).
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atgagtgattcaaagaagagtataacttctagtgaaagtaagccaaaaggcttcaataga
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cgtggtgcaatcagagagaaaaatgtctacgaagttaaggatcacaagtttgtgecgaag
R GA I RE KNVYEV VI KUDH KEVPK

tttttccggcagectaccttetgtgetcattgeaaagatttcatetggggttttgtagea
FER QG PTEFCAHEXD FIWGGT VA

actcaaggctatcaatgcaaagtatgcagcetttgtcgttcataagcgatgtcatgaatat
T QG Y € KV €8 F Y VHEUZRIECHE/Y

gtctecgtttcaatgecccggegecgacatacaaaaagattetgacgecccacagtcegecg
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catcgatttaaagttcacacgtacactagtccaacattttgtgatcattgtgggtctcta
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ctgtatggcctgctacatcaaggcttgaaatgccaagcatgtgaaatgaacgtcecataaa
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aggtgtgagaagtcagggtgtattcctaaactatgtggegeagatcacaccgaaagacga
ECh S ks ch e ey H T E R R

ggaagaatccacttgaagatcaaatitacgggaaaagcagaaagecgatggaaatctggaa

GR IHLK IKFT G K A E S D IS

attgaagtgagagaagctaagaatcttatcccaatggatccaactggectttcggatect

tatgtaaaagtaaagctgaagcctgatcctgagaaagagacgaaaaagaaaacgaacatc

tcaaagaagtgcttgaatcctgtctggaatcagaagtttitgttcaaaatctcaaaacag

gattttgatcgtcgattgagtattgaagtetgggactgggacagageaacggcgaat

Figura 34. Secuencia nucleotidica-aminoéacidica de PKC. La secuencia obtenida de PKC incluyé a los dominios
C1y C2; en éste Gltimo se encuentra el sitio de union a RACK1 (subrayado en negro).
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16. Identidad de la secuencia de CxPKC con otros organismos

En un alineamiento multiple con secuencias correspondientes a los dominios C1 y C2 de PKC en
distintos organismos se observé la conservacién de los sitios de unién a Ca®* dentro del dominio
C2 (M201 y D208) en circulos amarillo y rojo, y el sitio de fosforilacién Y210 (circulo blanco).
Ademas, se delimitan los dominios C1 donde se lleva a cabo la unién a diacilglicerol y/o ésteres

de forbol (linea naranja y azul) y el dominio C2 (linea negra) (Figura 35).
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Figura 35. Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos de CxPKC con las de otros organismos.
Secuencia aminoacidica de PKC donde se delimitan los dominios C1 (linea naranja y azul) y C2 (linea negra).

17.- Anélisis filogenético de PKC

En el analisis filogenético de PKC se observé que el grupo perteneciente a los cnidarios deriva de
un mismo linaje (circulos purpuras), lo que es considerado como un grupo monofilético; como
grupo hermano se distingue a los moluscos (cuadrado verde). Otros organismos como gusanos
(triangulo azul invertido), peces (rombo amarillo), anfibios (rombo gris), roedores (tridngulo
rojo) y primates (circulo celeste), se muestran como politomia filogenética (Figura 36).
——— @ Acropora digitifera

@ Orbicella faveolata

® Snilophora pistillata

@ Exaiptasia pallida

® Hydra vulgaris

— @ Awrelia aurita

L @ Cassiopea xamachana
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W Saccoglossus kowalevskii
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Xenopus tropicalis

A Orvetolagus cuniculus

A Rattus norvegicus

Macaca nemestrina

Figura 36. Arbol filogénetico de PKC. Los organismos pertenecentes al Phyllum Cnidaria se agrupan como
monofiléticos (circulos parpura), compartiendo un ancestro comun con otros invertebrados.
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18.- Deteccion de CxPKC mediante hibridacién in situ

De manera contraria a los experimentos donde se utilizd la sonda de CxRACK1 sentido como
control negativo, la sonda generada como sentido con el transcrito de CxPKC no mostré ningun
tipo de sefial de fondo. En las larvas planulas la sonda antisentido de CxPKC gener6 una sefial
principalmente en la zona aboral (Figura 37a). Como control negativo se empled la sonda sentido

la cual no mostrd ningun tipo de sefial (Figura 37b).

Figura 37. Identificacion de CxPKC en planulas. Hibridacién in situ con sonda sentido (b); en los organismos
tratados con esta sonda no se detect6 ninguna sefial de reconocimiento. Por otro lado, en las larvas incubadas con la
sonda antisentido, el transcrito se observo principalmente en la regidn aboral de la larva (flecha) (a). La barra de
tamafio equivale a 100 pm.

En el estadio de polipo, los organismos incubados con la sonda antisentido indicaron expresion
de CxPKC tanto en el area del hipostoma como en los tentaculos; ademas, un acercamiento en el
area del célix mostr6 la ocurrencia de puntos purpura, y también se observo sefial a lo largo del
pedunculo (Figura 38a flecha). Con la sonda sentido no se detectd ninguna sefial de hibridacién
(Figura 38b).
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Figura 38. Localizacién del transcrito de CxPKC en pélipos de C. xamachana. Con el empleo de la sonda
antisentido, se identifico una distribucién del ARN mensajero principalmente en los tentaculos, el céalix y la boca (a,
flecha). En el control negativo (sonda sentido) no detect6 ninguna sefial (b). La barra de tamafio equivale a 600 pum.

Con los diferentes ensayos en los estadios de estrobilo, se detectd la sefial de CxPKC en los
brazos orales en desarrollo (Figura 39a); esta distribucion se conservo hasta el estadio de éfira
(Figura 40a). La sonda sentido en los estadios de estrobilo y éfira no generé ninguna sefial
(Figuras 39b y 40b).

600pm

Figura 39. Deteccion del transcrito de CxPKC en estrobilos.En el estadio de estrobilo, el tallo mostré tincion
purpura, ademas de puntos en los tentaculos asi como en los apéndices que daran lugar a los brazos orales (a); por el
contrario, en los estrébilos incubados con la sonda sentido (control negativo), no se observé ningdn tipo de sefial (b).
La barra de tamafio equivale a 600 pm.
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Figura 40. Hibridacién in situ de CxPKC en éfiras.La localizacién del transcrito de CxPKC en las éfiras se
observo en los brazos orales en todos los organismos que fueron ensayados con la sonda antisentido (a, las flechas
sefialan los brazos orales de las éfiras). En el control negativo (sonda sentido), no se observd ningln tipo de marca
de fondo (b). La barra de tamafio equivale a 600 pm.

19. Western blot con anticuerpos anti-PKC de humano

En los ensayos de western blot con los extractos de medusa donde el tejido fue molido
directamente en nitrogeno liquido e incubados con el anticuerpo que inmunodetecta la proteina
PKC beta de humano, se observo una banda entre los 55 y 70 kDa y otra de aproximadamente 40
kDa (Figura 41, carril 1). Por otro lado, en el tejido macerado con el homogeneizador Dounce se
observé una banda de alrededor de 40 kDa (Figura 41,carril 2). El peso molecular de la PKC en
humano consta de 671 aminoacidos y tiene un peso molecular de 76.8 kDa con un pl de 6.5. Al
respecto, cuando el tejido se proces6 para los ensayos tales como: isoelectroenfoque,
centrifugacion para la eliminacion del simbionte, o bien para el andlisis en fracciones
microsomales, el anticuerpo inmunodetecté una banda de menor peso entre las bandas de
referencia de 40 a 55 kDa (Figura 41).
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Figura 41. Patrén de protedlisis de CxPKC analizado por western blot con anticuerpos anti-PKC. La proteina
CxPKC fue degradada proteoliticamente cuando fue sometida a procesos de separacion, centrifugacion vy
precipitacion. Cuando los extractos fueron manipulados rapidamente se alcanzé a detectar la proteina completa de
aproximadamente 70 kDa y una porcidn de la proteina en via de ser degradada, de 40 kDa (carril 1). En el carril 2 se
identifico a la proteina completamente cortada después de varias manipulaciones de los extractos. MPM, marcador
de peso molecular.

19.1 Identificacién de CxPKC en fracciones microsomales

En los lisados totales de C. xamachana analizados por western blot, se observo una banda de
entre 55 a 40 kDa reconocida por el anticuerpo anti-PKC. Posteriormente, se analizaron por
western blot fracciones del extracto después de un fraccionado sub-celular por centrifugacion.
Después de la centrifugacion, se colectd la fraccion microsomal total (P1) y la fraccion
correspondiente a la parte soluble denotada como SN1. En el sobrenadante 2 (S2), donde se
encuentran las proteinas liberadas i6nicamente, no se detecté a PKC, mientras que en la pastilla 2
(P2) si se detectd su presencia. En el sobrenadante 3 (S3), que es la fraccion rica en detergente
después de extraer a P2, se condensan las proteinas altamente hidrofébicas que podrian
corresponder a proteinas unidas intrinsecamente a membrana, mientras que en el sobrenadante 4

(S4), que es la fraccion soluble de la extraccion de P3 con Na,COs, se liberan proteinas unidas
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intrinsecamente a membranas luminales y plegadas de acuerdo a Islas-Flores et al. (2009).
Finalmente, en el sobrenadante de la pastilla P3 hervida directamente en buffer de Laemmli, se
encuentran las proteinas que no fueron liberadas en los tratamientos previos y muy fuertemente
asociadas a membranas y/o matriz celular. En esta Gltima fraccion es donde fue detectada PKC y
por lo tanto, estos resultados fuertemente sugieren que PKC se encuentra principalmente en las

fracciones membranales mas resistentes a la extraccion (Figura 42).

MPM LT S1 P1 S2 P2 S3 P3 S4  Laemmli

Figura 42. CxPKC en fracciones microsomales analizada por western blot con anticuerpos anti-PKC. CxPKC
se detectd principalmente en las fracciones membranales, correspondiente a las pastillas de la muestra durante el
desarrollo del protocolo. PKC fue identificada en las fracciones LT, S1, P1, P2 y Laemmli. LT (lisado total), S1
(sobrenadante 1), P1 (pastillal), S2 (sobrenadante 2), P2 (pastilla 2), S3 (sobrenadante 3), P3 (pastilla 3), S4
(sobrenadante 4). MPM, marcador de peso molecular.

19.2 Identificacion de CxPKC en electroforesis de doble dimensién

Con el objetivo de determinar la confiabilidad de la inmunodeteccién del anticuerpo anti PKC se
realizd la separacién de los extractos totales de C. xamachana por punto isoélectrico y
posteriormente por peso molecular. El patron de proteinas separadas por punto isoeléctrico de los

extractos se muestra en la Figura 43.
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Figura 43. Isoelectroenfoque de proteinas de C. xamachana. ElI mosaico de proteinas de C. xamachana separado
en tiras de isoelectroenfoque con un rango de pH de 4 a 7. La tira de 17 cm del isoelectroenfoque fue cortada por la
mitad y montada en geles de 12.5X6.5 cm (pH>7) para seguir con la corrida SDS-PAGE. MPM, marcador de peso
molecular.

Una vez obtenida la adecuada separacion de las proteinas, se realizd un western blot para
identificar el punto correspondiente a CxPKC. Como se esperaba, la reaccion identifico un punto
entre las bandas de 40 a 55 kDa correspondiente a CxPKC correspondiente a la proteina
degradada proteoliticamente (Figura 44a, circulo negro). Este punto se reconocié en los geles
teflidos con Coomasie (Figura 43, circulo negro). A partir de este punto se llevé a cabo un

segundo western blot para verificar su reconocimiento por el anticuerpo.

En el gel de SDS-PAGE se seleccionaron diferentes puntos al azar identificados como 1 a 7 en el
western blot (Figura 44b) y el punto hipotético correspondiente a CxPKC. Después de analizar
cada uno, Unicamente se observd reaccion cruzada con el anticuerpo sobre el punto previamente
seleccionado como CxPKC y en los extractos totales de C. xamachana denotados como
“extractos positivos”. Con la certeza de que el punto sefialado en la Figura 44 es especifico en
cuanto al reconocimiento por el anticuerpo, éste se disectdé del gel y fue enviado para ser

secuenciado.
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Figura 44. Western blot de PKC en IEF seguido de SDS-PAGE de proteinas de C. xamachana (a), y de los
puntos disectados y analizados de nuevo (b) con anticuerpos anti-PKC. El anticuerpo anti-PKC detecté un punto
dentro de la muestra isoelectroenfocada. (a). El punto fue sometido a un segundo western blot para verificar su
identidad, corroborando su coincidencia (b). MPM, marcador de peso molecular.
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20.- Inmunolocalizacion de CxPKC

Con el anticuerpo anti-PKC beta en los ensayos de inmunolocalizacion, se observd que en las
larvas planulas la proteina se encontrd exclusivamente en la region aboral (Figura 45a); por otro
lado, en los pélipos, las estructuras reconocidas por el anticuerpo fueron principalmente las de la
zona correspondiente a los tentaculos (Figura 45a). En los estrébilos, ya sea en el proceso de
estrobilacion temprano o tardio, la sefial se detecté primordialmente en el espacio que
posteriormente dara lugar a los brazos orales (Figura 45a). La localizacion de CxPKC en las
éfiras ensefio el mismo patrén respecto al estadio de estrobilo (Figura 45a), ya que también se
localiz6 en la zona de los brazos orales. Como controles negativos de los ensayos de
inmunolocalizacion para ambas proteinas (CXRACK1 y CxPKC), se utilizaron organismos de
cada estadio incubados sélo con el anticuerpo secundario (Figura 45b). Para este efecto, en
ninguno de los estadios analizados se observd una reaccion colorimétrica como fondo del

anticuerpo secundario, sugiriendo la alta especificidad del anticuerpo en la inmunolocalizacién de

CxPKC.
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Figura 45. Inmunolocalizacion de CxPKC en C. xamachana. a) La distribucion de la proteina CxPKC en los
diferentes estadios de desarrollo de C. xamachana se detecté en la zona aboral en larva; en tanto en los demas
estadios (polipo, estrébilo y éfira), se observo en los tentaculos y/o estructuras que daran lugar a los brazos orales. La
barra de tamafio equivale a 100 um en larva y 600 um en pélipos, estrdbilos y éfiras. b) Los diferentes estadios de C.
xamachana (larva, polipo, estrébilo y éfira) fueron incubados Unicamente con el anticuerpo secundario anti-conejo
para identificar el fondo colorimétrico generado. En ninguno de los estadios se observo reaccion significativamente
mayor a cuando se incluy6 el anticuerpo secundario. La barra de tamafio equivale a 100 um en larva y 600 um en
polipos, estrébilos y éfiras.
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21. Factor de elongacién FEL1 alfa en C. xamachana
21.1 Amplificacién mediante PCR

La finalidad de obtener la secuencia correspondiente al FEla fue para usarlo como gen de
referencia para los ensayos de PCR punto final, ya que se ha reportado su estabilidad comparado
con otros genes de referencia (Nicot et al., 2005), y su uso exitoso en ensayos de qRT-PCR
(Islas-Flores et al., 2005; Suescun-Bolivar et al., 2016). Con el uso de los oligonucledtidos
FE1aCx-229-255F y FelaCx-1277-1302R, se obtuvo un producto de amplificacion de 1069 pb
(Figura 46 flecha), dicho producto mostro identidad con secuencias correspondientes al Factor de
Elongacion 1 alfa (FEla); y los organismos que arrojaron una mayor identidad correspondieron a
esponjas, bivalvos y cnidarios (Cuadro 13).

500

Figura 46. Amplificacion de CxFE1la. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la amplificacion realizada con los
oligonucledtidos FE1aCx-229-255F y FelaCx-1277-1302R a diferentes temperaturas de alineamiento (53°C, 55°C y
57°C). En las reacciones a las 3 temperaturas probadas se observa un producto de amplificacién Gnico del tamafio
esperado. En el control negativo (-) sin ADN molde no se detecta ningin producto. MTM, marcador de tamafio
molecular.
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Cuadro 14. Identidad de secuencias amplificadas con los oligonucledtidos FE1aCx-229-255F y
FelaCx-1277-1302R

Descripcion % ldentidad  NUmero de acceso
Microciona porifera factor de elongacion 1 alfa 78% DQ087476.1
Haliotis tuberculata mRNA para factor de elongacién 1 78% FN566842.1
alfa
Haliotis rufescens factor de elongacién 1 alfa 78% DQ087488.1
Lissodendoryx colombiensis EF1 alfa 7% JQ606693.1
Lingula anatina factor de elongacion 1 alfa mRNA 77% XM_013550345.1

22. Interacciones entre CXRACK1 y CxPKC
22.1 Replegamiento de CxRACK1

Una vez que la proteina CXRACK1 se purific6 mediante cromatografia de afinidad bajo
condiciones desnaturalizantes, se llevaron a cabo diversos lavados disminuyendo Ila
concentracion de urea, para favorecer que la proteina CXRACK1 se reconformara lo mas
cercanamente posible a su estructura nativa. En la Figura 47 se muestra un gel de SDS-PAGE
teflido con azul de Coomasie con los extractos totales (ET) de E. coli, los extractos no unidos a la
columna de afinidad ionica (ED), los lavados con el buffer de equilibrio, las fracciones a
diferentes concentraciones de urea (8M, 6M, 4M, 2M, 1M, 0,5M), el lavado con el buffer de
equilibrio (BE), y las fracciones correspondientes a la elucion (El) y las perlas de resina de la
columna (Pe). Se distinguid a la proteina purificada como una banda Unica con un peso molecular

entre 35 a 40 kDa en la elucién y en las perlas de la resina.
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Figura 47. Purificacion y reconformacion de CxRACKU1. La proteina CXRACKL1 expresada heterélogamente en
E. coli, fue lavada con urea a distintas concentraciones graduales hasta su completa eliminacién. En las alicuotas de
las fracciones finales se observéd una banda del tamafio esperado (El, Pe). En los diferentes lavados con urea de las
concentraciones de 8 M hasta 0.5 M no se detecta CXRACK1. La flecha sefiala a CXRACK1 expresada en E. coli y
su presencia en las fracciones correspondientes a los extractos totales (ET), extractos después (ED) elucién (El) y las
perlas hervidas (Pe). MPM, marcador de peso molecular.

22.2 Ensayo pull-down

Para el ensayo de pull-down se emplearon 2 fuentes de proteinas: larvas aposimbiéticas y medusa
adulta. De ambos extractos se tomd una alicuota para detectar si la proteina estaba presente en el
estadio correspondiente. En las larvas aposimbioticas se identificd por western blot a la proteina
CxPKC en el extracto total (PT); posterior a una incubaciéon de los extractos de larvas con
CxRACKZ1, se continud observando a PKC en la fraccion de las proteinas no unidas (PnuR) a
CxRACK1 (Figura 48 flecha). Esto sugirié que la interaccion entre CXRACKL1 y CxPKC en
larvas no ocurre. Acorde con este resultado, en las fracciones correspondientes a la elucion (E) y
las perlas de la resina (P) tampoco fue posible identificar a CxPKC. La verificacion de que
CxRACKT1 estuvo acoplada a las perlas de la resina se comprob6 mediante western blot de las

mismas hervidas en buffer de Laemmli e inmunodetectadas con anti-RACKL1 (Figura 48).

Por otro lado, en los extractos de medusa (estado simbidtico) se obtuvo un resultado diferente.
Primeramente, se detecté a CxPKC en las proteinas totales (PT), pero una vez que las proteinas
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totales se incubaron con la resina acoplada con CXRACK1, ya no se detecté a CxPKC en los
extractos no unidos a la resina (PnuR). De igual manera, en las fracciones correspondientes a los
lavados tampoco se observaron residuos de CxPKC (Figura 49 carriles PT y Pnur). No obstante,
en las fracciones pertenecientes a la elucién (E) y las perlas de la resina (P) (Figura 49 carriles E
y P, flecha), si se detect6 a CxPKC. Este resultado sugiere que si existe una interaccion entre

CxRACK1 y CxPKC durante la simbiosis y/o estadio de medusa en C. xamachana.

LARVAS
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Figura 48. Ensayo pull-down en larvas aposimbi6ticas y su analisis por western blot con anti-PKC.
Identificacion de CxPKC en los extractos totales (PT) y los extractos después de ser incubados con CxRACK1
(PnuR) (flecha). En las fracciones de lavado (L5) elucion (E) y perlas (P) donde el anticuerpo no inmunodetecta a la
PKC. La verificacion del acoplamiento de CxRACK1 a las perlas de cobalto fue mediante western blot con el
anticuerpo anti-RACK1 (CXRACKZL). MPM, marcador de peso molecular.
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Figura 49. Ensayo pull-down en medusa adulta y su analisis por western blot. La probable interaccion de
CxPKC y CxRACK1 se detectd en la medusa adulta de C. xamachana. CxPKC es detectada en las proteinas totales
(PT). Sin embargo, en la fraccion de proteinas no unidas a CxRACK1 (PnuR) no se detect6. CxPKC se encontré en
la parte correspondiente a la elucion (E) y en las perlas de la resina (P) (flecha). MPM, marcador de peso molecular.

22.3 Doble hibrido de levadura para ensayar la interaccion entre RACK1 y el dominio C2
de PKC

Para llevar a cabo el ensayo de doble hibrido de levadura con motivo de observar la posible
interaccion entre RACK1 y el dominio C2 de PKC, se construyeron las quimeras 2YH-PKC-
Presa 'y 2YH-RACK1-Carnada (Figura 50a-b) (ver cuadro 6).
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Figura 50. Construcciones 2YH-PKC-Presa y 2YH-RACK1-Carnada. La construccion 2YH-PKC-Presa confiere
a las levaduras auxotrofia a leucina y resistencia a ampicilina en E. coli (a); en tanto, el plasmido 2YH-RACK1-
Carnada brinda auxotrofia a triptofano en levaduras y resistencia a kanamicina en E. coli (b).

Inicialmente, se comprobd que el gen carnada (CXRACK1) no auto active a los genes reporteros
(ADE2, HIS3, MEL1) en levadura. Las cepas AH109 y Y187 transformadas con el vector 2YH-
RACKZ1-Carnada no crecieron en medio SD/-H/-W y/o SD/-A/-W vy las colonias incubadas en
medio SD/-Trp/X-a-Gal fueron colonias blancas las cuales cambiaron su coloracion a rosado con
el transcurso de los dias (fenotipo caracteristico -Ade). Estos resultados indicaron que no se llevo

a cabo una autoactivacion (Figura no mostrada).

Por otro lado, la expresion de la proteina CXRACK1 en la cepa AH109 transformada con el
vector 2YH-RACK1-Carnada se verificO mediante un analisis de tipo western blot con los
extractos totales de las transformantes crecidas en medio SD/-W. El anticuerpo c-Myc reconocié
en los extractos una banda menor a 70 kDa. La construccion 2YH-RACK1-Carnada expreso la
secuencia correspondiente al dominio de union a ADN el cual consta de un peso molecular de
16.9 kDa, la etiqueta c-Myc (1.2 kDa) y a CxRACK1 de aproximadamente 36 kDa. La suma de
la secuencia del promotor T7 (19 pb), el sitio maltiple de clonacion (53 pb) y la secuencia
terminadora (48 pb) dan lugar a 120 pb (120 pb/3= 40 aa).

Para determinar el tamafio esperado de estos 40 aa se tomo en cuenta el peso promedio de un
aminodcido el cual es similar a 110 Da; por lo tanto, los 40 aa dan lugar a un peso de 4 400 Da
(4.4 kDa). Por lo tanto, el producto esperado de la deteccion con el anticuerpo en las levaduras es
alrededor de 61.2 kDa (19.6 kDa+1.2 kDa+36 kDa+4.4 kDa=61.2 kDa) En los extractos de la

levadura usados como control negativo no hubo inmunoreconocimiento por el anticuerpo anti-
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cMyec. (Figura 51). En base a los resultados obtenidos mediante western blot se demuestra la

correcta expresion de la proteina carnada en la levadura.

MPM c¢-Myc -

kDa

100

15

Figura 51. Expresion de CxRACK1 en S. cerevisae analizada por western blot. La levadura AH109 expresa la
proteina carnada CxRACKI. La inmunodeteccion se llevo a cabo con el anticuerpo anti-c-Myc (c-Myc), donde la
etiqueta es expresada rio arriba del inserto CXRACK1 en la construccién 2YH-RACK1-Carnada (Figura 50b). MPM,
marcador de peso molecular. La levadura no transformada con el plasmido 2YH-RACK1-Carnada no evidencia sefial
de inmunoreconocimiento (-).

Posteriormente, se llevo a cabo la contransformacién con los vectores (2YH-RACK1-Carnada y
2YH-PKC-Presa) en las dos cepas de S. cerevisae empleadas (AH109 y Y187). En la Figura 52
se muestran las colonias obtenidas en los diferentes medios de cultivos. Se encontr6 que las
levaduras transformadas con el plasmido 2YH-RACKZ1-Carnada tuvieron la capacidad de crecer
en medio SD/-Trp; del mismo modo, las transformantes con el vector 2YH-PKC-Presa crecieron
en medio SD/-Leu. Estos resultados corroboraron la adecuada transformacién de las cepas de
levadura. De igual forma, la cotransformacion de las células con ambos vectores, proporcioné a
la levadura la habilidad de proliferar en medio SD/-Trp/-Leu. Sin embargo, a pesar de la
incubacion de las placas de cultivo por 10 d, no fue posible detectar a S. cerevisae en el medio de
cultivo SD/-Trp/-Leu/-Ade/-His. Dicho resultado indicé que no hubo interaccion entre
CxRACKU1 y el dominio C2 de CxPKC.
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Figura 52. Transformantes obtenidas en el ensayo de doble hibrido de levadura. Se muestran las cepas de
levadura AH109 y Y187 transformadas con el plasmido 2YH-RACK1-Carnada distribuida en el medios de seleccién
SD/-Trp (a, €); y las cepas de levadura AH109 y Y187 transformadas con el plasmido 2YH-PKC-Presa, crecida en el
medio SD/-Leu (b, f). La cotransformacion con los plasmidos 2YH-RACK1-Carnada y, 2YH-PKC-Presa en las cepas
AH109 y Y187 se distrubuyo en placas con medio SD/-Trp/-Leu (c, g) y SD/-Trp/-Leu/-Ade/-His. No se encontro
crecimiento de colonias en el medio sin los 4 aminoé&cidos (d, h).
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DISCUSION

1. Posibilidad de contaminacion de las muestras de C. xamachana con Symbiodinium

Para preparar los extractos de proteinas usados para los andlisis protedmicos se emplea un
homogenizador Dounce, en el cual la separacion de los componentes del utensilio es de 0.15 mm
(150 pum). El tamafio promedio de las células de Symbiodinium oscila entre 6.7 a 11 um (Biquand
et al., 2017); debido a esto, el homogenizador no tiene el alcance para promover una fractura
celular en el huésped. Mas adn, en diferentes metodologias donde se lleva a cabo la separacion de
células gastrodérmicas en simbiosis y/o simbiosomas, y donde se emplean homogenizadores con
un intervalo de separacion de alrededor de 25 a 76 um, no se detecté una ruptura de la pared
celular del simbionte (Peng et al., 2010). Adicionalmente, la ruptura de las células simbiontes
daria una coloracion verde-anaranjado al lisado, debido a los pigmentos fotosinteticos, lo que no

se observo después del homogeneizado.

Por otro lado, en el protocolo de extraccion de ARN se requiere la utilizacion de nitrégeno
liquido para pulverizar el tejido y por lo tanto, si existe la posibilidad de que esta muestra
contenga trazas de ARN del simbionte. Sin embargo, los oligonucleotidos disefiados para la
amplificacion de RACK1 de C. xamachana mediante PCR, no generaron ningun producto
cuando se utilizo cADN del simbionte como templado. Esto indicd claramente la existencia de
especificidad de dichos oligonucledtidos hacia la medusa. Por otro lado, a la fecha no se han
identificado secuencias de PKC en estos simbiontes aiin después de busquedas exhaustivas en las
bases de datos reportadas para los genomas de diferentes clados de Symbiodinium secuenciados
(Shiguchi et al., 2013; smic.reefgenomics.org). Consistente con lo anterior, PKC tampoco ha sido
detectada en otros organismos parasitos filogenéticamente relacionados a Symbiodinium tales
como Toxoplasma gondii (Nagamune y Sibley, 2006; Moran et al, 2007) y Plasmodium
falciparum (Sartorello et al., 2009).

2. Induccién de la estrobilacion

La transicion de polipo a medusa representa uno de los fendmenos bioldgicos mas importantes
dentro del ciclo de vida de los organismos medusoides. Diferentes estimulos pueden disparar este
proceso entre los que se destacan: la temperatura y el suplemento de comida (Wang et al., 2015),
la intensidad luminica (Ishi y Shioi, 2003), el pH y la salinidad (Purcell et al., 2009), e inclusive

102



la alopatria de la especie (Pascual et al., 2015). Especificamente, en Cassiopea spp, se considera
que el alga dinoflagelada simbionte es quien desemboca la metamorfosis cuando ésta ha
alcanzado una densidad umbral de aproximadamente 10,000 a 50,000 células de simbionte por
polipo (Thornhill et al., 2006). Sin embargo, se ha reportado que se pudo promover la
metamorfosis en pdlipos aposimbioticos de Cassiopea mediante un aumento en la temperatura
(Rahat y Adar, 1980).

Por otro lado, los compuestos indélicos tales como: indometacina, 5-metoxi-2-metil-3-acido
indol acético, 5-metoxindol-2-acido carboxilico, 2-metil indol y 5-metoxi-2-metil indol han
demostrado su efecto como inductores de la estrobilacién en diversas especies de medusas
(Yamamori et al., 2017; Fuchs et al., 2014; Helm y Dunn, 2017). El indol se ha clasificado como
una molécula de sefalizacion en bacterias y su acumulacién extracelular es afectada
principalmente por factores medioambientales tales como temperatura 'y pH (Lee y Lee, 2010). El
indol es sintetizado a partir del triptéfano por la enzima triptofanasa (TnaA) en un gran namero
de bacterias (Li y Young., 2015), ya que los animales no tienen la capacidad de sintetizar
triptofano y deben de obtener este aminoacido mediante la alimentacion (Yin et al., 2011). Por lo
tanto, compuestos de naturaleza inddlica podrian ser suplementados por bacterias
endosimbidticas, este podria ser el caso de Aurelia aurita, la cual mantiene una relacién
simbidtica con bacterias y donde estas bacterias podrian producir el indol requerido para que se
active la sefalizacion que induce la estrobilacion (Weiland-Brauer et al., 2015). En C.
xamachana, estos compuestos también podrian ser provistos por Symbiodinium ya que se han
identificado en el genoma algunos genes responsables para la biosintesis de triptéfano (Liu et al.,
2017). Acorde con esto, el perfil metabolémico mostr6 evidencia de que ocurre la produccion de
indol en el holobionte del coral Porites lutea, asi como en el alga simbionte de Pocillopora
verrucosa (Ortega, 2016). Por otro lado, se ha observado una correlacion de los afloramientos de
medusas en zonas eutrofizadas donde se llevan a cabo descargas de aguas residuales (Purcell et
al., 2007), que es también donde el compuesto 3-metil indol es cominmente encontrado (Arora et

al., 2015) y coincidiria con un aumento en el proceso de estrobilacion.

De los inductores probados se sabe que la indometacina es un farmaco anti-inflamatorio no
esteroide (NSAID), inhibidor de la enzima ciclooxigenasa (COX), la cual produce

prostaglandinas a partir de acido araquidonico; sin embargo, diferentes pruebas con otros
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inhibidores de COX tales como aspirina e ibuprofeno no inducen la estrobilacion (Kuniyoshi et
al., 2012), lo que sugiere que la inhibicion de COX no esta involucrada en este cambio
fisioldgico. Ademés de COX, se han encontrado otros blancos para la indometacina que incluyen
a: glioxalasa |1 (GLOI) (Sato et al., 2007), y el receptor activado proliferador de peroxisoma
gamma (PPARY) (Lehmann et al., 1996). Otro de los componentes que disparan el proceso de
estrobilacion es el 9-cis-acido retinoico (compuesto derivado del retinol), el cual se une al
receptor nuclear RXR y que desata la induccion del mecanismo de estrobilacién. De manera
interesante 9-cis retinol y ciglitazona disminuyen la produccion de COX2 e incrementan la
actividad de PPARYy el cual es capaz de heterodimerizarse con RXR (Yamazaki et al., 2007). Al

respecto podriamos sugerir la participacion de PPARy como mediador clave en la metamorfosis.

Mas recientemente, Fuchs y colaboradores en 2014 identificaron un péptido (CL390) capaz de
inducir la metamorfosis en A. aurita. Los autores sugirieron que los compuestos indoles podrian
mimetizar los aminoacidos aromaticos de este péptido en su papel inductor. Adicionalmente,
sugirieron que un posible blanco de accion podria ser el receptor RXR, que se sabe que en
presencia de 9-cis acido retinoico puede activar los genes que promueven la estrobilacion
(‘Yamazaki et al., 2007; Fuchs et al., 2014).

Por otro lado, debido a la amplia gama de factores que disparan el proceso de metamorfosis en
cnidarios, se podria especular que en la fase de estrobilacion estan involucrados los receptores de
potencial transitorio (TPR). Estas proteinas con seis dominios transmembranales responden a
estimulos externos los cuales incluyen luz, pH, estrés metabdlico osmolaridad, sonidos,
compuestos quimicos, feromonas, temperatura y tacto (Venkatachalam y Montell, 2007). Estas
proteinas, al ser estimuladas, inician una cascada de sefializacién que desemboca en una respuesta
fisiologica. La ruta de sefializacion celular de TPR es mediada por lipidos via la fosfolipasa C
(Minke y Cook, 2002), en la cual se ha observado la participacion y/o union de PKC (Adamski et
al., 1998) y RACK1 (Yang et al., 2012). Estudios posteriores podrian ayudar a determinar si
existe una participacion de ambas proteinas en conjunto con los TRP homélogos en el proceso de

metamorfosis de C. xamachana y otros cnidarios.
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3. Receptor de la Cinasa C Activada en Cassiopea xamachana

Nuestro interés en caracterizar al Receptor de la Proteina Cinasa C Activada (RACK1) se derivd
del antecedente del silenciamiento de RACK1 en Phaseolus vulgaris (PvRACK1) mediante RNAI
produjo efectos negativos en el simbiosoma que incluyeron incapacidad de integraciéon del
mismo, y desorganizacion de los bacteroides (Islas-Flores et al., 2011), consistente con su
participacion en multiples vias de sefalizacion celular. Dichas vias se sabe que estan
involucradas en también multiples procesos fisioldgicos tales como: desarrollo celular,
movimiento y crecimiento celular, respuesta inmune, apoptosis entre otros (McCahill et al.,
2002). Durante el ciclo de vida de C. xamachana muchos de estos procesos deben ocurrir a lo
largo de los diferentes cambios morfoldgicos que sufre, entre ellos: el asentamiento de la larva y
su diferenciacién a polipo, la reduccion de los tentaculos, la formacion de los 16bulos marginales
y ropalia, la diferenciacion gradual de la campana y la coordinacion de movimientos pulsantes en
el estrobilo. El ciclo termina finalmente cuando ocurre la liberacion de la éfira y la posterior
regeneracion de los tentaculos y el caliz del pedinculo (Hoffman et al., 1978). Por lo anterior, es
altamente probable que CXxRACKL participe activamente en toda una gama de interacciones
moleculares que disparan cascadas de sefializacion para desencadenar procesos fisioldgicos tales
como: el reconocimiento y establecimiento de la interaccion huésped-simbionte (Weis y Levine,
1996), el rompimiento de la simbiosis por distintos estresores tales como UV, temperatura
(Richier et al., 2008; DeSalvo et al., 2010), compuestos quimicos y/o metales, y evidentemente,

la metamorfosis misma (Lucas, 2001).

Para entender mejor estos procesos, es necesario empezar por saber las caracteristicas de las
proteinas involucradas y sus posibles interacciones. Hemos aislado y caracterizado la secuencia
codificante para la proteina RACK1 en la medusa Cassiopea xamachana (CXxRACK1), lo cual
aporta informacion importante ya que la caracterizacion de dicha proteina en otros organismos
pertenecientes al filo Cnidaria es escasa. En efecto, unicamente las secuencias correspondientes a
Hydra vulgaris, Nematostella vectensis, Orbicella faveolata, Aiptasia pallida, Acropora
digitifera y Stylophora pistilata, estan disponibles en la base de datos del GenBank. Algunas
secuencias ortologas se encontraron también mediante una buasqueda en los diferentes

transcriptomas disponibles de otros cnidarios.
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La secuencia de la proteina CXRACKL1 consta de siete repeticiones WD40; dicha secuencia
mostré los sitios caracteristicos de union a PKC beta (Steinberg, 2008), asi como la huella
caracteristica de otras RACK del dipéptido GH (glicina-histidina) en su extremo amino y WD
(triptofano-acido aspartico) en el carboxilo terminal (Adams et al., 2011). La secuencia también
mostré el sitio de unién al ribosoma (RDK), y los sitios conservados para la fosforilacién por Src
la cual es potenciada mediante la activacion de PKC (Chang et al., 2001). La secuencia
aminoacidica conserva los residuos C140 en S. cerevisae (C138 en C. xamachana) y H147, los
cuales son esenciales para que se lleve a cabo la homodimerizacion (Yatime et al., 2011).
Adicionalmente, en ella se localizo el residuo Y248 (aa Y246 en C. xamachana) el cual juega un
papel regulador en la interaccién proteina-proteina, ya que su sustitucién por fenilalanina inhibe
la unién con algunos ligandos (Sabila et al., 2016; Kundu et al., 2013). Mediante el modelaje
molecular de la secuencia se obtuvo la estructura tridimensional de 3-propela (Ruiz Carrillo et al.,
2012); cada uno de estos elementos en conjunto son caracteristicos de RACK1 en otros

organismos lo cual apoya la identidad correcta de la secuencia amplificada (CxRACKL).

La amplificacion mediante PCR con el cADN de C. xamachana usando los oligonucle6tidos
ATG-CX y STOP-Cx mostraron una Unica banda de amplificacion con un tamafio aproximado de
1000 pb, la cual fue secuenciada; dicha secuencia correspondié al transcrito que codifica para
CxRACKZ1. El andlisis por BlastN indic6 que la secuencia de éste transcrito tuvo una alta
identidad con otras secuencias pertenecientes a RACK1 de otros organismos; tal es el caso de
Hydra vulgaris la cual consta de un marco de lectura abierto de 954 pb (Hornberger y Hassel,
1998), o el de Mya arenaria con un marco de lectura 957 pb (Siah et al., 2007).

La caracterizacion molecular de RACK1 del alga dinoflagelada simbionte de Cassiopea
denominada SmicRACK1, no mostré intrones (Pérez-Cervantes et al., 2014; Islas-Flores et al.,
2018); sin embargo, en otras secuencias codificantes de RACK1 de otras especies si hay
presencia de intrones. Algunos ejemplos incluyen a GNB2L1 de humano el cual se reporté que
estd compuesto de 8 exones y 7 intrones (Gen ID: 10399) (Wang et al., 2003). Contrariamente,
Mourtada-Maarabouni (2008) report6 que éste gen abarca 6.9 kb y la secuencia contiene 10
exones con un transcrito codificante de 951 pb. Otras secuencias gendémicas con intrones son las
correspondientes a RACK1 de porcino (Chou et al., 1999), Xenopus laevis (Gen ID: 379825) y

Salmo salar (Gen ID: 106611941). El analisis del genoma de la anémona Nematostella vectensis
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reveld que el gen de RACK1 contiene regiones intragénicas en este organismo. En este trabajo no
se llevo a cabo un analisis especifico del gen; sin embargo; en base a los reportes previos de otros
organismos y el analisis del borrador del genoma de Cassiopea, se han detectado secuencias que
pueden ser correspondientes a intrones (Aki Odhera-Universidad de Pensilvania, comunicacion
personal).

Por otro lado, se ha reportado que el numero de copias del gen GNB2L1 (RACK1) es variable en
los diferentes organismos; por ejemplo, en el genoma de Arabidopsis thaliana se han identificado
3 copias (RACK1A, RACK1B y RACK1C) (Guo y Chen, 2008; Ulla et al., 2008); del mismo
modo, en arroz dos copias han sido identificadas (lwasaki et al., 1995); sin embargo, en otros
organismos tales como porcino (Chou et al., 1999) y Chlamydomonas reinhardii (Schloss, 1990),
Unicamente una copia del gen ha sido identificada. También se han identificado pseudogenes de
RACK1 en diversos organismos tales como: Homo sapiens (NG_024708.2) Papio anubis
(XR_002522916.1), Piliocolobus tephrosceles (XR_002734203.1), Pongo abelii (XR_655843.2),
y Mus musculus (NG_020992.1).

Los ensayos de hibridacion in situ generaron una huella de deteccion con ambas sondas, sentido y
antisentido; por esta razén, se sugiere que al menos una version de CxRACKL1 podria ser un
pseudogen el cual es sintetizado como un transcrito natural antisentido (NAT). A la fecha, la
funcién de estos transcritos no esta del todo comprendida; sin embargo, se cree que han
evolucionado para ser reguladores de la expresion génica (Werner y Swan, 2010). Este tipo de
transcritos son comunes ya que se ha calculado que el 51.2% de los genes puede transcribirse en
ambas direcciones (Yatayama et al., 2005).

En los ensayos de hibridacion in situ e inmunolocalizacion, el transcrito/proteinas de CXRACK1
en larvas planulas se localizé en el endodermo, el cual consiste de células de soporte y células
intersticiales (Martin y Chia, 1982). En el endodermo, CxRACKZ1 podria estar involucrada en el
proceso de diferenciacion celular, ya que se ha reportado previamente que RACKL participa en la
diferenciacion de las células criptas del intestino epitelial (Cheng et al., 2018).

A través del empleo del neuropéptido RFamida se han detectado redes nerviosas en todos los
estadios de desarrollo en C. xamachana. En los polipos, estas redes se encuentran localizadas
principalmente en los tentaculos y el hipostoma (Hoffman y Hellman, 1995; Sakaguchi et al.,
1999). Este resultado concuerda con la participacion de RACK1 en la regulacion del desarrollo
neural (Kershner y Welshhans, 2017); por lo tanto, y en base a la distribucion de CXRACK1 en
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los polipos se sugiere que ésta podria estar localizada en las células nerviosas, lo que se tendra
que corroborar con técnicas de mayor resolucion como tinciones con anticuerpos anti-RACK1
acoplados a particulas de oro coloidal visualizados por microscopia electronica. Los resultados
obtenidos por Hornberg y Hassel, (1997) demostraron que RACK1 en Hydra (HVRACK1) se
encontrd principalmente en células intersticiales (74%), células glandulares (34.3%), y en células
digestivo epiteliales (17.2%), y no fue identificada en células nerviosas, lo cual difiere de lo
observado en C. xamachana. Esto puede deberse a la diferencia entre especies a pesar de ser
ambos organismos cnidarios. De manera similar, RACK1 fue detectada en células glandulares de
Apis mellifera (Feng et al., 2009). Las células glandulares funcionan como células productoras y
secretoras de moco asi como de enzimas. Sin embargo, las células glandulares también participan
en la produccion de sustancias toxicas, como es el caso de la neurotoxina tipo 1 en Nematostella;
éste resultado contradice el esquema de que los compuestos tdxicos se encuentran Unicamente
confinados a los nematocistos (Moran et al., 2012; Jouiaei et al., 2015).

Estos antecedentes y la identificacion de RACK1 en el transcriptoma del tentaculo de la medusa
Cyanea capitata (Liu et al., 2015) abren la posibilidad de la intervencion de RACKL1 en la
produccion de toxinas por las células glandulares endodérmicas y epidérmicas.

En los estadios de estrobilo y efira se detectd la sefial de RACK1 en la zona de los brazos orales.
Esto es consistente con previos experimentos en la medusa A. aurita los cuales reportaron que en
esta area existe una alta tasa de recambio celular, detectada mediante tinciones con 5 etinil-2”
deoxiuridina (EdU) y Sytox (Abrams et al., 2015). Estos resultados concuerdan con el hecho de

que RACK1 ha sido implicada en ambos procesos celulares (Adams et al., 2011).

4. Proteina cinasa C en Cassiopea xamachana

Inicialmente, RACKL1 fue identificada como un ligando de la Proteina Cinasa C en cerebro de
rata en presencia de activadores (Ron et al., 1994); por esta razén y con el antecedente de que
RACKZ1 es un socio de PKC en otros sistemas, se cuestiond si esta interaccion se conserva en C.
xamachana y si esta asociacion cambia en los estadios simbidticos. La proteina cinasa C esta
involucrada en diferentes rutas se sefializacion, la fosforilacion mediada por PKC interviene en
diversas funciones celulares tales como: desarrollo del sistema inmune, crecimiento y

diferenciacion celular, desarrollo neural, contraccion muscular, apoptosis y envejecimiento
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(Ramos-Martinez et al., 2012); adicionalmente, se ha identificado su activacién mediante tension

mecanica (Han et al., 2001).

La secuencia de PKC obtenida muestra los dominios C1 y C2; sin embargo, no fue posible
amplificar la regiéon 3" a través de PCR con el uso de oligonucleétidos especificos y el
oligonucle6tido dTTT. Dificultades similares también fueron reportadas por Hassel et al. (1998)

para la secuencia de PKC de H. vulgaris.

Mediante los andlisis por western blot con el anticuerpo anti-PKC beta se observd inicialmente a
la proteina PKC con un peso molecular aproximado a 70 kDa; sin embargo, después de los pasos
de centrifugacion se detecto una banda de entre 55 y 40 kDa, lo que sugirié que ocurrio un corte
proteolitico al que la PKC es vulnerable, posiblemente por la enzima calpaina actuando sobre la
regiéon V3 que genera dos fragmentos de 46 y 36 kDa, respectivamente (Kishimoto et al., 1989).
Este resultado es consistente con estudios previos que reportan que la PKC es activada
(denominada PKM), y tiene la habilidad de fosforilar histonas (Inoue et al., 1977; Chakravarthy
et al., 1992). Por otro lado, los resultados del andlisis de la proteina en fracciones microsomales
donde la PKC se muestra principalmente en las fracciones particuladas sugieren que, bajo las
condiciones de extraccion la proteina se encuentra activa y unida a diferentes compartimentos
membranales. Esto no es inusual ya que se ha reportado que una vez que la proteina es activada,
ésta se transloca del citosol a su sitio de accién (principalmente en membranas) (Kraft et al.,
1982, Parker et al., 1995; Greenaway et al., 2000). Por ejemplo, en el cangrejo Cherax
quadricarinatus, PKC es translocada del citosol a la fraccion particulada durante la vitelogénesis
(Soroka et al, 2000); de igual manera, después de la estimulacion de células T con lectinas (Con

A, PHA), se promueve la translocacion de PKC a membranas (Kvanta et al., 1991).

En los ensayos de hibridacion in situ e inmunolocalizacidn, se observo un patron semejante en la
distribucion de PKC y RACK1 en todos los estadios excepto en las larvas. En el estadio larval se
detecta a PKC exclusivamente en la region aboral, lo cual sugiere la participacion de PKC en el
proceso de asentamiento. Reportes previos como el de Fleck y Bischoff en 1992, con diferentes
especies de Cassiopea y empleando activadores de PKC (PMA) se provocé el disparo del
asentamiento larval haciendo que éste ocurriera al 100%; de manera analoga, en corales, PKC
indujo la metamorfosis de larvas (Henning et al., 1996). En otras especies diferentes a cnidarios,

como en el anélido Capitella spp. se demostré que PKC indujo el asentamiento de larvas
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(Biggers y Laufer, 1999), y en percebes, PKC promovié la metamorfosis larval (Yamamoto et al.,
1995; 1997).

En los polipos se detectdé el transcrito y la proteina en los tentdculos y en la region
correspondiente al hipostoma. La ruta de sefializacion de PKC es reconocida como una pieza
clave en la morfogénesis y la formacion de patrones en el desarrollo. La localizacion de PKC en
C. xamachana es similar a la obtenida en H. vulgaris, en donde PKC fue detectada
especificamente en células epiteliales y en células glandulares en la region de tentaculos y cabeza
(Hassel et al., 1998). Cabe destacar la observacion de una clara sefial en el hipostoma de los
polipos, esta region contiene células transdiferenciadas a partir de células intersticiales a células
glandulares las cuales migran de la region gastrica hacia la region final del hipostoma (Siebert et
al., 2008). En Hydra, dicho patron de migracion es similar al de los pélipos de C. xamachana
donde la intervencion de PKC durante los procesos de diferenciacion celular podrian ser
conservados en ambos organismos. Del mismo modo, se ha evidenciado la participacién de PKC
en la diferenciacion y proliferacion de células madre (Zhao et al., 2018; Kim et al., 2009); por lo
tanto, PKC podria intervenir en el proceso de transdiferenciacion de células intersticiales a un

tipo celular especifico.

La localizacion de PKC en el borde de la boca (brazos orales) del estrébilo y la éfira sugiere un
papel en el desarrollo y crecimiento de los tentaculos, ya que esta region requiere de una alta tasa
de proliferacion celular; dicho evento fue reportado por Yuan y colaboradores en 2008 donde
mediante la utilizacion de los anticuerpos anti-fosfohistona 3 (pH3) se pudo identificar a las

células durante la fase de mitosis.

5. Interacciones entre CXRACK1 y CxPKC

Mediante el ensayo de doble hibrido de levadura no se identifico la interaccion entre el dominio
C2 de PKC y RACK1 como lo encontrado por Ron et al. (1995). La secuencia de unién a
RACK1 es MDPNGLSDPYVK; sin embargo, la traduccion in silico del fragmento C2
amplificado en C. xamachana da origen al péptido MDPTGLSDPYVK, donde existe un cambio
aminoacidico de asparagina (AAT y AAC) a treonina (ACT, ACA, ACC, ACG). Dicho cambio
puede ser debido a una mutacién mediante PCR en los tripletes AAT y AAC. O bien que la
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secuencia nativa contenga este aminoacido. Se ha comprobado que la interaccion entre RACK1 y

PKC también ocurre en la region V5 (Stebbins y Mochly-Rosen, 2001).

La técnica de doble hibrido de levadura es empleada para detectar la interaccion entre dos
proteinas. Gran parte de los reportes donde se ha identificado a RACK1 a través del sistema de
doble hibrido de levadura, se ha obtenido como proteina presa y no como carnada, como se
utilizo en este trabajo (Henning et al., 2001; Hu et al., 2006; Cheng et al., 2014; Erbil et al., 2016,
Zakrzewicz et al., 2007); en pocos reportes se ha empleado como carnada (Wang et al., 2014).
Kundu y colaboradores (2013) no recomiendan el empleo de RACK1 como carnada en el sistema
de doble hibrido de levadura y lo sustituyen por el sistema basado en division de ubiquitina (split-
ubiquitin), debido a que RACKZ1 puede activar los genes reporteros funcionando como un factor
de transcripcion. Por esta razén, previo al ensayo de comprobd que las transformantes no crezcan
en el medio selectivo SD/-Ade/-His y del tal manera verificar que CXxRACKZ1 no active los genes

reporteros.

Por otra parte, el hecho de que, en el ensayo de pull-down se observara una posible interaccion
entre CXRACK1 y CxPKC en el estadio de medusa, esto pudiera deberse a que CxPKC sufrio
degradacion proteolitica (PKM), lo cual podria facilitar su interaccion con CxRACKI.
Alternativamente, la interaccion podria darse a través del dominio V5, el cual se encuentra en el
dominio catalitico (Callender y Newton, 2017). Los datos anteriores contrastan con los obtenidos
con el estadio larval (aposimbidtico), donde se observé que la PKC no fue degradada (estado
inactivo), lo que explicaria la ausencia de interaccion con RACKL. Estos resultados sugieren que

la interaccion de CXRACK1 y CxPKC es dependiente del proceso de activacion de CxPKC.

Los resultados de la inmunolocalizacion en larvas no mostraron colocalizacion de ambas
proteinas, lo que es consistente con los resultados de su poca o nula interaccion. Sin embargo, los
resultados de estos ensayos (pull-down) no son suficientes para determinar si existe asociacion
diferencial entre CxRACK1 y CxPKC.
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CONCLUSIONES

e La induccidon de la metamorfosis en pdlipos de C. xamachana pudo ser manipulada mediante
la utilizacion de compuestos quimicos como: indometacina, 5-metoxi 2-metil indol y 9-cis

acido retinoico.

e La secuencia de CXRACKL se muestra conservada entre los organismos eucariotes ya que
cuenta con los siete dominios WD y su conformacion de B-propela, también contiene los sitios
de union a PKC.

e La secuencia de CxPKC conserva las repeticiones en consecutivo del dominio conservado C1,
los sitios de unidn a calcio, y fosfolipidos, asi como el sitio de asociacién a RACK1 con un

cambio aminoacidico de asparagina a treonina.

e La localizacion del transcrito y la proteina de CXxRACK1 y CxPKC colocalizaron en los
diferentes estadios de desarrollo. Se observd una expresion diferencial de los transcritos

asociadas al estadio de desarrollo.

e El ensayo de doble hibrido de levadura no revel6 interaccion entre CXRACKL1 y el dominio C2
de CxPKC. Sin embargo, en los ensayos de pull-down se observo una posible interaccion entre
ambas proteinas en medusa adulta que podria ocurrir a través del dominio V5 que funcionaria

como region blanco de CxRACKI.
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PERSPECTIVAS

e Estudiar la participacion de bacterias y algas simbiontes en el disparo de la metamorfosis.

e Identificar la intervencion de la proteina PPARy como una de las moléculas clave dentro de
las cascadas de sefializacion en los diferentes tratamientos de induccion probados. Por lo tanto,
la utilizacion de un farmaco inductor y/o activador de PPARy en polipos contribuird a
descartar o incorporar este elemento como parte de la ruta de sefializacion que dispara la

metamorfosis en cnidarios medusoides.

e Realizar la caracterizacion de TPR sensibles cambios en la temperatura o compuestos
quimicos e identificar su relacion con los procesos morfoldgicos que disparan la estrobilacion

en C. xamachana

e Determinar el papel que juegan los diferentes inductores de PKC en funcion del asentamiento

en C. xamachana.

e Profundizar en el entendimiento de los transcritos antisentido en C. xamachana.

e Realizar experimentos de localizacion con diferentes antigenos blanco tales como: PCNA y
Ki67, BrdU, pH3 (para proliferacion celular), pTyr y FMRamida (para identificar células
nerviosas), caspasa 3 (apoptosis) para determinar con certeza la funcién de CxRACK1 y
CxPKC en los diferentes estadios de desarrollo.

e Analizar la interaccion del dominio V5 de CxPKC o bien de la proteina completa con
CxRACKL.
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ANEXO 1

1. Expresion punto final de CXxRACK1 y CxPKC

La cuantificacion relativa de los transcritos de interés (CXxRACK1-CxPKC) se normaliz6 con los
transcritos de CxFE1 alfa como gen de referencia tomando los valores de densitometria obtenidos
con el programa Image Analysis de UVP. Las mediciones fueron comparadas mediante un
analisis estadistico con una prueba de Tukey con un alfa de 05.

Como se observa en la Figura 53, la abundancia del transcrito de CXRACK1 es mayor en los
estadios de pdlipo, estrdbilo y éfira. Los estadios con una cantidad menor de copias corresponden
a larva y campana.

6.0 Expresion de RACKI en C. xamachana
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Figura 53. Niveles de expresion de RACK1 en los diferentes estadios de desarrollo en C. xamachana. Los
niveles de RACKL1 se normalizaron con el transcrito de FElalfa. Se observé que los estadios con mayor abundancia

fueron los representados por los estrobilos, éfiras asi como el tejido correspondiente al tentaculo. Cada linea en las
barras representa la desviacion estandar.
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A comparacion de CxRACK1, la mayor abundancia del transcrito de CxPKC se observo en el
estadio de polipo. En el andlisis estadistico se observo diferencia significativa en su regulacion
hacia arriba comparado con los estadios de larva, estrébilo, éfira, tentaculo y campana. Entre
éstos Ultimos no se observd una diferencia estadistica (Figura 54). Estos resultados son
comparables con los de hibridacion in situ, donde se observé una sefial importante del transcrito
de CxPKC en los estadios de pdlipo.

Expresion de PKC en C. xamachana
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Figura 54. Niveles de expresion de PKC en los diferentes estadios de desarrollo en C. xamachana. La expresion

de CxPKC no mostrd cambios significativos en los diferentes estadios de desarrollo a excepcidn de los pdlipos donde
se observo una abundancia superior en los transcritos. Las lineas en las barras representan la desviacion estandar.
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